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The  f o r m a t i o n  o f  a d h e s i o n s  by c e l l s  o f  e p e r m a n e n t  l i n e  
d e r i v e d  f r o m  b e b y  h a m s t e r  k i d n e y  t i s s u e  ( B H K / c l o n e  13)  h a s  
b e e n  i n v e s t i g a t e d  by  a g g r e g a t i n g  t h e  c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  i n  a 
medium c o m p o s e d  o f  g l u c o s e  a n d  s a l t s .  The i n i t i a l  s i n g l e  c e l  
s u s p e n s i o n s  w e r e  p r o  d ue  ed by  t h e  u s e  o f  t r y p s i n  t o  d i s p e r s e  
c e l l s  g rown  i n  m o n o l a y e r  c u l t u r e .
T h e  k i n e t i c s  of  a g g r e g a t i o n  was  f o u n d  t o  f i t  a r a t e  
e q u a t i o n  i n  w h i c h  t h e  t o t a l  p a r t i c l e  c o n e  e n t r â t  i o n  d e c a y e d  
e x p o n e n t i a l l y  f r o m  i t s  i n i t i a l  v a l u e  t o  a s t a b l e  f i n a l  v a l u e .  
T h i s  l i m i t i n g  f i n a l  p o p u l a t i o n  c o n t a i n e d  b o t h  s i n g l e  c e l l s  an< 
c l u s t e r s  o f  v a r i o u s  s i z e s . A g g r e g a t i o n  was f o l l o w e d  by u s i n g  
t h e  C o u l t e r  c o u n t e r  t o  m e a s u r e  t h e  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n  dur :  
t h e  p r o c e s s .  B e s t  f i t  c u r v e s  and  s t a t i s t i c a l  i n f o r m a t i o n  Yier» 
o b t a i n e d  f r o m  t h e  d a t a  u s i n g  a KDF-9 c o m p u t e r .  The a g g r e g a t i <  
o f  a n y  c e l l  s u s p e n s i o n  c o u l d  be  d e s c r i b e d  by two  p a r a m e t e r s   ^ * 
r a t e  c o n s t a n t  a n d  f i n a l  e x t e n t  o f  a g g r e g a t i o n .
T h e  e f f e c t  o f  t r y p s i n  on a d h e s i o n  was e x a m i n e d  by 
t r e a t i n g  c e l l  c u l t u i ‘e s ,  a n d  f r e s h  s u s p e n s i o n s  Yplth d i f f e r e n t  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  enzyme b e f o r e  a g g r e g a t i o n .  I n  a d d i t i o i  
t r y p s i n  was a p p l i e d  t o  px^e- fo rme d  c e l l  c l u s t e r s .  C- 1 3  
a g g r e g a t i o n  was  p r o g r e s s i v e l y  r e d u c e d  by t h o  a p u l i c a t i o n  o f  
i n c r e a s i n g  a m o u n t s  o f  t r y p s i n .  T r y p s i n  and  p r o n a s e  w e r e  
f o u n d /
(1 1 )
r o u n d  t o  b e  s i m i l a r l y  e f f e c t i v e  i n  d i s p e r s i n g  C - 1 3  c l u s t e r s  
b u t  c o l l a g e n a s a ,  p h o s p h o l i p a s e  G e n d  ED TA ( a t  pH 7 . 2 )  h a d  
no d e t e c t a b l e  e f f e c t  on G-13  a g g r e g a t i o n .  I t  i s  c o n c l u d e d  
t h a t  p r o t e i n  or  g l y c o p r o t e i n  e l e m e n t s  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  a r e  
i m p o r t a n t  f o r  a d h e s i o n  i n  t h i s  s y s t e m .
T h e  e f f e c t  o f  t h e  r e m o v a l  o f  c e l l  s u r f a c e  n e u r a m i n i c  
a c i d  was  s t u d i e d  ’e i t h e r  by  1)  a d d i n g  n e u i ^ e m i n i d a  a a t o  
s u s p e n s i o n s  o f  p r o - f o r m e d  a g g r e g a t e s  o r  f r e s h  c e l l  s u s p e n s i o n :  
a s  t h e y  b e g a n  a g g r e g a t i n g ;  o r  2)  by  p r e - t r e a t i n g  c a l l  c u l t u r e :  
b e f o r e  a g g r e g a t i o n .  The a c t i v i t y  o f  t h e  n e u r a m i n i d a s e  was  
t e s t e d  by  a f l u o r i m e t r i c  a s s a y  i n  w h i c h  t h e  n e u r a m i n i c  a c i d  
r e l e a s e d  f r o m  t h e  c e l l s  by  t h e  enzyme was t r e a t e d  w i t h  
n e u r a m i n i c  a c i d  a l d o l a s e ,  t o  y i e l d  p y r u v a t e .  T he  p y r u v a t e  
f o r m e d  was m e a s u r e d  by u s i n g  i t  t o  o x i d i z e  NADH i n  t h e  p r e s e n (  
of  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e .
The r e s u l t s  sh ow ed  t h a t  n e u r a m i n i d a s e  t r e a t m e n t  i n c r a a s t  
a g g r e g a t i o n  by a s  much a s  50% a b o v e  t h e  c o n t r o l s .  T h i s  e f f o c i  
may be  u n d e r s t o o d  i n  t e r m s  o f  a d e c r e a s e  i n  t h e  c e l l  s u r f a c e  
n e t  n e g a t i v e  c h a r g e  o r  by a r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  n e w l y  e x p o s e d  
t e r m i n a l  s u g a r  g r o u p s  ( f o r m e r l y  b o u n d  t o  n e u r a m i n a t e )  i n  c e l l  
a d h e s i o n .
I t  was f o u n d  t h a t  c o m p l e x  m e d i a  ( e . g .  .Eag’l e s  medium)  
a l s o  c a u s e d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  a n d  e x t e n t  o f  c e l l  
a g g r e g a t i o n .  T he  k i n e t i c s  o f  t h e  e f f e c t  was d i f f e r e n t  f r o m  
t h a t  /
( I l l )
t h a t  m e n t i o n e d  a b o v e .  The  c o m p o n e n t s  o f  E a g l e s  m.ediam w e r e  
t e s t e d  f o r  t h e i r  a c t i v i t y  a n d  i t  was f o u n d  t h a t  o n l y  t h e  am in  
a c i d  L -g  l u t  am"? n e  c a u s e d  a g g r e g a t i o n .  The  e f f e c t  was i n ­
h i b i t e d  by  NeP a n d  by t h e  s p e c i f i c  a n a l o g u e  o f  L - g l u t a m i n e ,  
a z a s e r i n e .  L - g l u t s m i n e  i s  t h o u g h t  t o  f u n c t i o n  by s u p p l y i n g  
a m in o  g r o u p s  t o  c e l l  s u r f a c e  a m in o  s u g a r s  w h i c h  may be  
d i r e c t l y  r e q u i r e d  f o r  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n .
The r e s u l t s  a r e  d i s c u s s e d  i n  t e r m s  of t h e  known 
m o l e c u l a r  c o m p o s i t i o n ,  s t r u c t u r e  a nd  m e t a b o l i s m  of  t h e  c e l l  
3 u r f a c e .
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I  . GENERAL INTRODUCTION 
T hr oug hou t :  t h e  f e r t i l i z a t i o n ,  dev a ]  op m e n t  and  a d u l t  l i f e  
o f  a n i m a l s , t h e  s u r f a c e  o f  e a c h  c e l l  i s  i n  a p o s i t i o n  o f  p a r a ­
mount  i m p o r t a n c e  t o  m e d i a t e  o r  a f f e c t  v i t a l  c e l l u l a r  i n t e r a c t i o ]  
a n d  b e h a v i o u r .  S t u d i e s  o f  c e l l  b e h a v i o u r  v i t r o  h a v e  l e d  t o  
t h e  d e s c r i p t i o n  o f  a numb er  o f  p h e n o m e n a ,  e a c h  t h o u g h t  t o  be  
r e l e v a n t  t o  p r o c e s s e s  i m p o r t a n t  i n  m o r p h o g e n e s i s .  T h e s e  
phenomena  I n c l u d e  t h e  s o r t i n g  o u t  o f  c e l l  t y p e s  ( S t e i n b e r g  1958 
t h e  f o r m a t i o n  o f  lovf r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  b e t w e e n  c e l l s  
( F u r s h p e n  a n d  P o t t e r  1 9 6 8 ) ,  T o p o i n h i b i t i o n  ( iB u lb e c c o  1 9 7 0 ) ,  
f i b r o b l a s t i c  l o c o m o t i o n  ( A b e r c r o m b i e  1 9 6 6 )  c o n t a c t  g u i d a n c e  
( P . W e i s s  1 9 4 1 ) a n d  c o n t a c t  I n h i b i t i o n  o f  l o c o m o t i o n  ( A b e r c r o m b i e  
a n d  Heaysman 1 9 5 4 ) .  I  h a v e  m e n t i o n e d  t h e s e  p a r t i c u l a r  phenomen  
s i n c e  i t  h a s  b e e n  c o n s t a n t l y  s u g g e s t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  t h a t  
n o n e  o f  t h e m  c a n  be  e x p r e s s e d  u n l e s s  c e l l s  d e v e l o p  c o n t a c t ,  
p r o b a b l y  a d h e s i v e  c o n t a c t , ( A b e r c r o m b i e  1 9 6 6 ) .  T h e r e f o r e  e 
t h o r o u g h  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e s e  phenomena  an d  o f  m o r p h o g e n e s i s  
m u s t  i n c l u d e  u n d e r s t a n d i n g  o f  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i v e  b e h a v i o u r .  
T h e  c o m p o s i t i o n  a n d  s t r u c t u r e  o f  t h e  c a l l  s u r f a c e  a r e  
t h o u g h t  t o  be o f  p r i m a r y  i m p o r t a n c e  i n  r e g a r d  t o  i n t e r c e l l u l a r  
a d h e s i v e  b e h a v i o u r  a s  w e l l  a s  t o  t h e  ph eno m ena  l i s t e d  a b o v e  
( K a l c h a r  1 9 6 5 ,  O u r t i s  1 9 6 7 ,  Y / a l l s c h  1 9 6 8 ) .  I t  I s  t h e  p u r p o s e  o f  
t h i s  s t u d y  t o  e x a m i n e  t h e  p a r t  p l a y e d  i n  an  a d h e s i v e  i n t e r a c t i o  
o f  a p a r t i c u l a r  c e l l  t y p e  by some o f  t h e  m o l e c u l a r  c o m p o n e n t s  
o f  /
8 .
o f  t h e  c e l l  s u r f a c e ,  u s i n g  s p e c i f i c  en zyme s  t o  m o d i f y  t h e  
s u r f a c e .
3 ,
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I I . T h e  N a t u r e  o f  t h e  S u r f a c e  o f  A n i m a l  C e l l s ,
A ,  C o m p o s i t i o n  o f  t h e  p l a s m s  membrane
I n  o r d e r  t o  f o r m  a mor e  s p e c i f i c  c o n c e p t i o n  o f  t h e  c e l l
s u r f a c e ,  I  p r o p o s e  t o  r e v i e w  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p l a s m a  membrane
(PM) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  s u r f a c e s  o f  c e r t a i n  a n i m a l  c e l l s  
may b e  c o m p o s e d  o f  a c o a t  (much  l i k e  t h a t  o f  t h e  e g g )  w h i c h  i s  
d i s t i n c t  f r o m  t h e  PM i n  m o l e c u l a r  c o m p o s i t i o n  a nd  s t r u c t u r e .  
M or e  t y p i c a l l y  p e r h a p s  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  may 
b e  t h o s e  o f  t h e  o u t e r  f a c e  o f  t h e  PM, T h e  d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  
t h e s e  two  p o s s i b i l i t i e s  may o f t e n  b e  l a r g e l y  a m a t t e r  o f  c h o i c e  
o f  o p e r a t i o n a l  d e f i n i t i o n  o f  t h e  p l a s m a  m e m b ra n e .
Mo s t  w o r k e r s  h a v e  u s e d  m y e l i n  o r  e r y t h r o c y t e  m a t e r i a l  
w h i c h  h a v e  y i e l d e d  s e v e r a l  p r i n c i p l e s  p r o b a b l y  o f  g e n e r a l  
a p p l i c a b i l i t y  t o  a l l  a n i m a l  p l a s m a  me m bra nes *  PM f r o m  l e s s  
s p e c i a l i s e d  t i s s u e  c e l l s  a n d  c u l t u r e d  c a l l s ,  a l t h o u g h  v e r y  
f r a g i l e ,  h a s  b e e n  s t u d i e d  o n l y  s i n c e  t h e  a d v e n t  o f  i m p r o v e d  
I s o l a t i o n  t e c h n i q u e s  w h i c h  s t a b i l i z e  t h e  membrane  ( W a r r e n  e t  a l  
1 9 6 6 ,  S toeèffeneus a n d  Thg e l m sn  1 9 6 9 ) ,  The  p u r i t y  o f  a l m o s t  a l l  
PM p r e p a r a t i o n s  r e m a i n s  an  open q u e s t i o n .  C o m p o n en ts  o f  t h e  
medium o r  o f  t h e  c y t o p l a s m  may a b s o r b  o n t o  t h e  PM, o r  c o n v e r s e l y  
t h e  membrane  u-ay l o s e  some o f  i t s  e l e m e n t s  t h r o u g h  t h e  p r o c e d u r *  
o f  PM i s o l a t i o n  ( s e e  S t o e k i n e u ^  a nd  E n g a l m a n ,  1 9 6 9 , f  o r  a r e v i e w )  
1 ) PM 11 p l d  conrpos i t  I o n /
4 .
1) PM l i p i d  c o m p o s i t i o n
S i n c e  t h e  w o r k  o f  D a n i a l l l  a n d  B a v s o n  ( 1 9 3 4 - 3 5 ) ,  o t h e r  
w o r k e r s  h a v e  c o n f i r m e d  t h e  m a j o r  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  
r o l e s  o f  l i p i d  i n  PM m o d e l s  ( W a l l a o h  a n d  Z s h l e r  1 9 6 6 ,  L e n a r d  
a n d  S i n g e r  1 9 6 8 ,  G l a s e r  e t  a l  1 9 7 0 ) .  I n  a d d i t i o n  many ,  b u t  n o t  
a l l ,  o f  t h e  n o n - s p e c i f i c  p e r m e a b i l i t y  a n d  e l e c t r i c a l  p r o p e r t i e s  
o f  n a t u r a l  p l a s m a  m em bra nes  a r e  q u a l i t a t i v e l y  s i m i l a r  t o  t h o s e  
o f  s y n t h e t i c  l i p i d  b i l a y e r s  ( s e e  F l n e a n  1 9 6 6 ,  T i e n  a n d  B a n e  
1 9 6 8 ) ,  I n  a n i m a l  c e l l s ,  o n l y  a s m a l l  f r a c t i o n  o f  t h e  t o t a l  
c e l l u l a r  l i p i d  i s  c o n t a i n e d  i n  t h e  PM b u t  t h i s  makes u p  a s  much 
a s  a t h i r d  o f  t h e  t o t a l  PM w e i g h t  ( B e n e d e t t e  a nd  Emmelot  1 9 6 8 ,  
d o u s e r  e t  a l ,  1 9 6 8 ,  W e i n s t e i n  e t  a l  1 9 6 9 ) ,
F o u r  l i p i d  c l a s s e s  a r e  a l m o s t  a l w a y s  p r e s e n t  I n  t h e  PM 
o f  a n i m a l  c e l l s ;  s t e r o l ,  p h o s p h o l i p i d ,  s p h l n g o l l p i d  a n d  g l y c o -  
l i p i d .  The  s t e r o l  i s  p r o b a b l y  a l w a y s  c h o l e s t e r o l  ( F l e i s c h e r  
a n d  d o u s e r  1 9 6 5 ,  A s h w o r t h  an d  G r e e n  1 9 6 8 ) ,  I n  p r e p a r a t i o n s  o f  
PM s t u d i e d  s o  f a r ,  p h o s p h o l i p i d  h a s  a c c o u n t e d  f o r  a b o u t  80% 
o f  t h e  t o t a l  l i p i d  v f l t h  l e c i t h i n s  t h e  m a j o r  c o m p o n e n t  ( s e e  
W e i n s t e i n  e t  a l ,  1 9 6 9 ) ,  P h o s p h a t l d y l - s e r i n e ,  - e t h s n o l a m l n a  a n d  
i n o s i t o l  a l o n g  w i t h  s p h i n g o m y e l i n ,  l y s o l e c i t h l n ,  p h o s p h a t i d i c  
a c i d  a n d  t r i g l y c e r i d e  h a v e  a l s o  b e e n  m e a s u r e d  a s  n o r m a l  PM 
c o m p o n e n t s  ( d o u s e r  e t  s i  1 9 6 8 ,  W e i n s t e i n  e t  a l  1 9 6 9 ) ,  I t  i s  
p o s s i b l e  t h a t  a t  l e a s t  t h e  l a s t  named l i p i d  may h a v e  o r i g i n a t e d  
f r o m  t h e  c y t o p l a s m  d u r i n g  membrane i s o l a t i o n ,  K l e n k  a n d  
C h o p p i n  ( 1 9 6 9 )  h a v e  c h a r a c t e r i z e d  i n  d e t a i l  t h e  PM a n d  w h o l e  
c e l l /
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c e l l  l i p i d s  o f  a BHK-21/G13 v a r i a n t .  L e c i t h i n  was  t h e  m a j o r  
p h o s p h o l i p i d  a nd  t h e  l i p i d  c o m p o s i t i o n  was  g e n e r a l l y  s i m i l a r  t o  
t h a t  o f  e r y t h r o c y t e s  ( d e  Q i e r  a n d  v a n  B e e n en  1 9 6 1 ,  B e n e d e t t i  
a n d  Emmelot  1 9 6 8 ,  W e i n s t e i n  e t  a l  1 9 6 9 ) ,  l i v e r  a n d  L c e l l s .
The  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  o f  t h e  l i p i d s  i n  a n y  o ne  c e l l  
t y p e  s e e m s  f i x e d .  P l a gaman ( 1 9 6 8 )  f o u n d  t h a t  t h e  d e n s i t y  o f  
h e p a t o m a  PM r e m a i n e d  u n c h a n g e d  a f t e r  g r o w i n g  t h e  c e l l s  i n  
e x t r e m e s  o f  c h o l i n e  c o n c e n t r a t i o n .  H o w e v e r ,  f o r  a t  l e a s t  some 
f a t t y  a c i d  c h a i n s  t h i s  i s  n o t  t h e  c a s e .  The  f a t t y  a c i d s  i n ­
c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  PM d e p e n d  t o  some d e g r e e  on d i e t  s i n c e  
some c e l l s  c a n n o t  s y n t h e s i z e  a l l  t h e  v a r i e t i e s  t h e y  r e q u i r e .
I f  a p a r t i c u l a r  f a t t y  a c i d  i s  m i s s i n g  a n o t h e r  may b e  s u b s t i t u t e c  
i n  i t s  p l a c e  i n  t h e  l i p i d  (Chapman a n d  Wa1 l a o h  1 9 6 8 ,  K l e n k  
a n d  C h o p p i n  1969 )  .
A nu m be r  o f  w o r k e r s  h a v e  shown t h a t  t h e  l i p i d  p a t t e r n  
o f  t h e  PM d i f f e r s  f r o m  t h a t  o f  t h e  I n t e r n a l  me m br a ne s  ( s e a  
H o u s e r  e t  s i  1 9 6 8 ) .  T h i s  i s  a l s o  t r u e  o f  BHK c e l l s  ( K l e n k  
a n d . C h o p p i n  1 9 6 9 ) .  G l y c o l l p l d s  u s u a l l y  e x i s t  a s  e i t h e r  
c e r e b r o s i d e  and  s u l f a t i d e  o r  a s  c a r a m i d e  p o l y h e x o s i d e s  a n d  
g a n g 1 1 o s i d e s  i n  any  o ne  c e l l  b u t  t h e  t o t a l  am o u n t  i s  o n l y  
a b o u t  1% o f  t h e  t o t a l  PM l i p i d  ( W e i n s t e i n  e t  a l  1 9 6 9 ) ,
H o u s e r  e t  a l  ( 1 9 6 8 )  have p o i n t e d  o u t  t h a t  v i r t u a l l y  a l l  c e l l u l a r  
g l y c o l i p i d  i s  l o c a t e d  i n  t h e  PM, They  h a v e  a l s o  s u m m a r i z e d  
t h e  l i p i d  a n a l y s e s  o f  many c e l l  t y p e s  and  f i n d  t h a t ,  u n l i k e  
t h e  /
t h e  o t h e r  l i p i d  c l a s s e s ,  g l y c o l i p i d  c o m p o s i t i o n  d i f f e r s  b e t w e e n  
s p e c i e s  a n d  b e t w e e n  c e l l  t y p e . G l y c o l i p i d s  a r e  d i s c u s s e d  
f u r t h e r  i n  a l a t e r  s e c t i o n  w i t h  e m p h a s i s  on t h e i r  s u g a r  p a t t e r n :
s) PM am
C a r b o h y d r a t e  a m o u n t s  t o  a b o u t  3% o f  t h e  w e i g h t  o f  t h e  
PM o f  many c e l l  t y p e s  ( V / e i n s t e l n  a t  s i ,  1 9 6 9 ,  B e n e d e t t i  and  
Emmelot  1 9 6 8 ) .  M o s t ,  i f  n o t  a l l .  I s  b o u n d  a s  g l y c o l i p i d  o r  
g l y c o p r o t e i n .  H o w e v e r ,  Y fa r r en  a nd  c l i c k  ( 1968)  b e l i e v e  t h a t  
L c e l l s  may c o n t a i n  RNA a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  PM i n  f u n c t i o n a l  
r i b o s o m e s  ( s e e  f o l l o w i n g ) .  The  r i b o s o m e s  w e r e  a t t a c h e d  t o  
t h e  i n n e r  s i d e  o f  t h e  PM. T h e y  c o u l d  b e  i s o l a t e d  w i t h  t h e  
PM u s i n g  s e v e r a l  d i f f e r e n t  i s o l a t i o n  t e c h n i q u e s .  W e i s s  a n d  
Mayhew ( 1 9 6 7 )  s u g g e s t e d  on t h e  b a s i s  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s  
t h a t  some c e l l s  h a v e  c a l l  s u r f a c e  RNA. T h e  a u t h o r s  h a v e  n o t  
c o n s i d e r e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  RHA may o r i g i n a t e  f r o m  t h e  
c y t o p l a s m  o f  l y z e d  c e l l s .
3)  PM p r o t e i n  c o m p o s i t i o n
T h e r e  a r e  two d i f f i c u l t i e s  i n  I n t e r p r e t i n g  p r o t e i n  
a n a l y s i s  o f  PM■p r e p a r a t i o n s . F i r s t l y ,  p r o t e i n  a s s o c i a t e d  w i t h  
i s o l a t e d  PM may n o t  n e c e s s a r i l y  h a v e  o r i g i n a t e d  f r o m  t h e  PM. 
W a r r e n  a nd  G l l c k  ( 1 9 6 8 )  f i n d  t h a t  t h e  PM o f  L c e l l s  c o n t a i n s  
o n l y  3 -  d / o  o f  t h e  t o t a l  c e l l  p r o t e i n  s o  t h a t  c o n t a m i n a t i o n  
i s  a n  i m p o r t a n t  p o s s i b i l i t y . S e c o n d l y ,  p r o t e i n  may b e  
a s s o c i a t e d  w i t h  s u b s i d i a r y  s t r u c t u r e s  s u c h  s s  r i b o s o m e s ,  
d a s m o s o m a l /
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de s m o s o m a l  e n d  s c t i n - l l k e  f i l a m e n t s  a t t a c h e d  t o  p l a s m a  membrane;  
( G l l c k  a n d  Y f a r r e n  1 9 6 9 ,  G i e c o m e l l i  e t  a l  1 9 7 0 ) ,  Some g l y c o ­
p r o t e i n s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  PM c o m p o n e n t s  c h i e f l y  b e c a u s e  
t h e y  e r e  e n s y m i c s l l y  a c c e s s i b l e  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e .  S i m i l a r  
g l y c o p r o t e i n s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  i n t a c t  p l a t e l e t s  
( m e g a k a r y o c y t e  f r a g m e n t s )  a n d  e r y t h r o c y t e s  ( P e p p e r  a n d  J a m i e s o n  
1 9 6 8 ) ,  An N - a c e t y l - n e u r a m i n i c  a c i d  (NANA) c o n t a i n i n g  g l y c o «  
p r o t e i n  f r o m  t h e  s u r f a c e  o f  N o v I k o f f  a s c i t e s  c e l l s  was  i s o l a t e d  
a n d  a n a l y s e d  by W a l b o r g  e t  a l  ( 1 9 6 9 ) ,  H u m p h r ey s  ( 1 9 7 0 )  h a s  
a l s o  i s o l a t e d  a n d  e x a m i n e d  t h e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  p r o p e r t i e s  
o f  a g l y c o p r o t e i n  f r o m  some s p o n g e s .  He b e l i e v e s  t h e  m o l e c u l e  
may c o a t  t h e  c e l l  s u r f a c e .  G l y c o p r o t e i n s  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  
a r e  r e v i e w e d  i n  m o r e  d e t a i l  l a t e r .
Numerous  enzymes  h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  a s  c o m p o n e n t s  
o f  t h e  PM ( s e e  B e n e d e t t i  a n d  Bnm elo t  1 9 6 8 ,  f o r  a r e v i e w ) .  
Gahmbe rg  a n d  S imo ns  ( 1 9 7 0 )  h a v e  a n a l y s e d  some o f  t h e  enzymes 
i n  t h e  PM o f  BHK c e l l s  i n c l u d i n g  N a - K - A T P a s e ,  6 * - n u c l e o t i d a s e ,  
a c i d  p h o s p h a t a s e ,  ^  - g l u c u r o n i d a s e  a n d  N A B H - d i e p h o r s s e .  Two 
r e p o r t s  o f  n u c l e o t i d e - s u g e r  t r a n s f e r a s e s  l o c a t e d  a t  t h e  c e l l  
s u r f a c e  may h a v e  i m p o r t a n t  i m p l i c a t i o n s  ( s e e  l a t e r ) .  B r i d e n c e  
h a s  b e e n  f o u n d  f o r  a . - s p e c i f i c  U D P - g a l a c t o s y l  t r a n s f e r a s e  a t  
t h e  s u r f a c e  o f  c h i c k  e m b r y o n i c  n e u r a l  r e t i n a  c e l l s ( R o s e m s n  1970 
a n d  a c o l l a g e n  g l u c o s y l  t r a n s f e r a s e  i n  PM p r e p a r a t i o n s  f r o m  
PleLa c e l l s  (Bossm an  a n d  E y l a r  1968)  ,
G l l c k /
8 ,
G l l c k  a n d  W a r r e n  ( 1 9 6 9 )  h a v e  f o u n d  t h a t  i s o l a t e d  PM o f  
L c e l l s  i s  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i z i n g  a nd  I n c o r p o r a t i n g  d i s t i n c t i v e  
p r o t e i n .  T h e  am ou n t  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i z e d  by t h e  PM was 1 0 -  
f o l d  g r e a t e r  t h a n  t h a t  p r o d u c e d  by o t h e r  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n s .  
M o s t  i m p o r t a n t l y ,  e l e c t r o p h o r e s i s  on s c r y l a m i d e  g e l s  showed  
t h a t  t h e  p r o t e i n  p r o d u c t s  o f  t h e  PM w e r e  q u i t e  d i f f e r e n t  f r o m  
t h o s e  o f  a n y  o f  t h e  o t h e r  membrane f r a c t i o n s .  U s i n g  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p y ,  t h e  a u t h o r s  l o c a t e d  r i b o s o m e s  f i r m l y  a t t a c h e d  t o  a 
*’ fuzz*^ on t h e  c y t o p l a s m i c  f a c e  o f  t h e  I s o l a t e d  o r  i n t a c t  PM.
T h i s  m a t e r i a l  was f o u n d  r e g a r d l e s s  o f  w h i c h  o f  s e v e r a l  PM 
i s o l a t i o n  t e c h n i q u e s  was e m p l o y e d .  The  r e s u l t s  l e d  t h e  a u t h o r s  
t o  s u g g e s t  t h a t  s u c h  a n  a r r a n g e m e n t  o f  m e t a b o l i c  m a c h i n e r y  
m i g h t  b e  s e n s i t i v e  t o  c e l l u l a r  c o n t a c t  i n t e r a c t i o n s .
B . P l a s m a  Membrane M e t a b o l i s m
T h e  PM c a n  no  l o n g e r  b e  r e g a r d e d  a s  a c h e m i c a l l y  s t a b l e  
e n t i t y .  C o l l e c t i v e l y ,  t h e  m e t a b o l i c  s t u d i e s  o f  W a r r e n  a n d  
G l l c k  ( 1 9 6 8 )  a n d  Bossman  a n d  W i n s t o n  ( 1 9 7 0 )  s u g g e s t  t h a t  t h e  
c o m p o n e n t s  o f  t h e  PM o f  n o n - g r o w i n g  c a l l s  a r e  t u r n i n g  o v e r  w h i l e  
d u r i n g  g r o w t h  t h e r e  i s  a n e t  i n c o r p o r a t i o n  o f  new membrane 
I n t o  t h e  PM w i t h  some s l i g h t  d e g r e e  o f  t u r n o v e r .  By f o l l o w i n g  
t h e  f a t e  o f  i s o t o p i e a l l y  l a b e l l e d  p r o t e i n ,  l i p i d  a n d  s u g a r  
e l e m e n t s  i n  t h e  PM, W a r r e n  a n d  G l l c k  ( 1 9 6 8 )  a n d  W a r r e n  ( 1 9 6 9 )  
c o n c l u d e d  t h a t  t h e  r a t e  o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  new PM was s i m i l a r  
i n /
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i n  g r o w i n g  e n d  n o n - g r o v r i n g  c e l l s ,  b u t  t h a t  i n  t h e  l a t t e r  
t h e r e  was an e q u i v a l e n t  r a t e  o f  PM d e g r a d a t i o n .  The  a u t h o r s  
a l s o  f o u n d  t h a t  t h e r e  was  no  d i f f e r e n t i a l  t u r n o v e r  o f  t h e  
p r o t e i n ,  l i p i d  a n d  s u g a r  o f  t h e  PM,
I n  chase** e x p e r i m e n t s ,  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  W a r r e n  a n d  
G l l c k  ( 1 9 6 8 ) ,  P a s t e r n a k  a n d  B e r g e r o n  ( 1 9 7 0 )  f o u n d  e v i d e n c e  
w h i c h  c o n f l i c t s  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n s  o f  W a r r e n  ( 1 9 6 9 )  a n d  
Bossman  a n d  W i n s t o n  ( 1 9 7 0 ) .  U s i n g  n e o p l a s t i c  m a s t  c a l l s ,  
P a s t e r n a k  a n d  B e r g e r o n  ( 1 9 7 0 )  f o l l o w e d  t h e  f a t e  o f  i s o t o p i e a l l y  
l a b e l l e d  c h o l i n e ,  i n o s i t o l ,  g l y c e r o l ,  a c y l  c h a i n s ,  v a l i n e  
a n d  t h y m i d i n e .  T h e y  i n t e r p r e t e d  t h e i r  r e s u l t s  t o  mean  t h a t  
m o s t  o f  t h e  l i p i d  t u r n s  o v e r  a t  t h e  same  r a t e  w h e t h e r  t h e  c e l l s  
a r e  g r o w i n g  o r  n o t .  A m i n o r  l i p i d  f r a c t i o n  was s t a b l e .  A l l  
c e l l u l a r  f r a c t i o n s  d i s p l a y e d  t h e  same r a t e  o f  t u r n o v e r .
Mos t  i m p o r t a n t l y  t h e y  f o u n d  t h a t  p h o s p h o r y l  c h o l i n e  was more 
u n s t a b l e  t h a n  was s p h i n g o m y e l i n  a n d  t h a t  t h e  u n s t a b l e  l i p i d s  
t u r n e d  o v e r  a t  & much g r e a t e r  r a t a  t h a n  d i d  e i t h e r  p r o t e i n  o r  
DNA.
B e r g e r o n  a t  a l  ( 1 9 7 0 )  s u g g e s t e d  t h a t  l i p i d  ( c h o l i n e )  
was  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  PM d u r i n g  t h e  g r o w t h  p h a s e .
W a r r e n  ( 1 9 6 9 )  f o u n d  t h a t  b o t h  p r o t e i n  a n d  s u g a r  a l s o  w e r e  
i n c o r p o r a t e d  d u r i n g  t h e  p h a s e .  H c w e v e r ,  Bo ss man  a n d
W i n s t o n  ( 1 9 7 0 )  c l a i m e d  t h a t  l i p i d  a n d  g l y c o l i p i d  w e r e  i n c o r ­
p o r a t e d  d u r i n g  t h e  *^ Gg^  ^ a n d  p h a s e s .  I f  t h e  r a t e s  o f  
PM/
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FM I n c o r p o r e  t i o n  a n d  d e g r a d a t i o n  d u r i n g  t u r n o v e r  a r e  e q u i v s ] e n t  
( W a r r e n  an d  Gl i c k  1968)  t h e  p r o p o s a l  o f  c o n s t a n t  t u r n o v e r  i s  
n o t  c o n s i s t e n t  w i t h  t h a t  o f  p e r i o d i c  i n c r e a s e s  i n  i n c o r p o r a t i o n .
P a s t e r n a k  a n d  B e r g e r o n  ( 1 9 7 0 )  f i n d  t h a t  90% o f  t h e  
r a d i o a c t i v i t y  r e l e a s e d  d u r i n g  t u r n o v e r  f r o m  l a b e l l e d  c a l l s  i s  
w a t e r  s o l u b l e  a n d  t h e y  s u g g e s t  t h a t  a p h o s p h o l i p a s e  i s  
r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s e l e c t i v e  t u r n o v e r  o f  t h e  membrane p h o a -  
p h o r y l  c h o l i n e .  H o w e v e r ,  t h e r e  i s  no e v i d e n c e  f o r  t h i s  
m e c h a n i s m  a n d  o t h e r  p o s s i b i l i t i e s  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d  ( s e e  
f o l l o w i n g ) c
T h e  a u t h o r s  h a v e  r e j e c t e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  
c o n s t a n t  t u r n o v e r  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  n e o p l a s t i c  c e l l s  s i n c e  
P a s t e r n a k  a n d  F r i e d r i c h s  ( 1 9 7 0 )  f o u n d  s i m i l a r  t u r n o v e r  i n  r a t  
t i s s u e s .
K r a e m e r  ( 1 9 6 7 )  h a s  m e a s u r e d  t h e  m e t a b o l i c  r e g e n e r a t i o n  
o f  NANA on t h e  s u r f a c e  o f  n e u r a m i n i d a s e  (NANsse)  t r e a t e d  c e l l s  
f r o m  s e v e r a l  s o u r c e s .  A s m a l l  f r a c t i o n  o f  NANA r e s i s t e d  
e n z y m i c  r e m o v a l  ( s e e  l a t e r ) .  T h e  t o t a l  am ou n t  w h i c h  i s  r e m o v e d  
i s  r e g e n e r a t e d  o v e r  a p e r i o d  o f  12 t o  16 h o u r s  ( a p p r o x i m a t e l y  
on e  c e l l  c y c l e ) .  B o t h  t h e  r a t e  a n d  e x t e n t  o f  r e p l a c e m e n t  w e r e  
f o u n d  t o  b e  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  m a n n e r  i n  w h i c h  t h e  c e l l s  w e r e  
g r o w n ,  i . e .  on g l a s s  o r  i n  s u s p e n s i o n  ( K r a e m e r  1 9 6 6 ) .  The  t o t a l  
amount  o f  c e l l  s u r f a c e  NANA d i f f e r e d  b e t w e e n  s p e c i e s  b u t  was 
p r o p o r t i o n a l /
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p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  e s t i m a t e d  s u r f a c e  e r e s  o f  t h e  c e l l s .
T h i s  r a t i o  re m a in e d ,  a c o n s t a n t  v a l u e  d u r i n g  a l l  p h a s e s  o f  t h e  
c e l l  c y c l e ,  M a r c u s  a n d  H i r s h  ( 1 9 6 3 )  f o u n d  s i m i l a r  r e g a n e r s t i o r  
k i n e t i c s  f o r  NANA on Hel.a c e l l s  a f t e r  t h e  u s e  o f  NANase,
U n l i k e  K r a e m e r  ( 1 9 6 6 )  t h e  a u t h o r s  f o u n d  t h a t  a c t i n o m y c l n  B 
h a d  no  e f f e c t  on NANA r e g e n e r a t i o n .
On t h e  o t h e r  h a n d ,  S h a n  a n d  G i n s b e r g  ( 1 9 6 8 )  f o u n d  t h a t  
m o n o l a y e r  g r own  c e l l s  h ad  & h i g h e r  a m o u n t  o f  h a t e r o g l y c s n  t h a n  
d i d  s u s p e n s i o n  g rown c e l l s ,  H s k a m o r i  ( 1 9 7 0 )  h a s  s u r r r / e s t e d  t h a i  
t h i s  d i f f e r e n c e  i s  d u e  t o  t h e  h i g h e r  d e g r e e  o f  i n t e r c e l l u l a r  
c o n t a c t  i n  m o n o l a y e r  g rown  c e l l s .  U s i n g  n o n - m a l i g n a n t  
BHK- 2 1 / 0 - 1 3  c e l l s  a n d  a d i p l o i d  human f i b r o b l a s t  ( 8 1 6 6 ) ,  
H a k a m o r i  ( 1 9 7 0 )  f o u n d  t h a t  t h e  l e v e l s  o f  some o f  t h e  g l y c o -  
l i p i d s  ( i n c l u d i n g  g a l a c t o s y l g a l a c t o s y l g l u c o s y l  - ,  
N - a c e t y l - n e u r a m i n y l g a l e c t o s y l g l u c o s y l  - ,  a n d ( N - a c e t y l -  
n e u r a m i n y l ) . ^  g s l a c t o s y l g l u c o s y l  - c e r a m l d e )  w e r e  i n c r e a s e d  as  
t h e  m o n o l a y e r  c u l t u r e  g r e w  d e n s e r  a n d  i . n t e r c e l l u l a r  c o n t a c t  
i n c r e a s e d .  Meezan e t  e l  ( 1 9 6 9 )  h a s  f o u n d  a s i m i l a r  e f f e c t  of  
d e n s i t y  o r  c o n t a c t  on t h e  s u g a r  p a t t e r n  o f  mouse  c e l l s  i n  
c u l t u r e .
The  G o l g i  r e g i o . n  i s  t h o u g h t  t o  b e  t h e  s i t e  of  a d d i t i o n  
o f  c a r b o h y d r a t e  r e s i d u e s  o n t o  new ly  s y n t h e s i z e d  PM b e f o r e  i t  i  
i n s e r t e d  i n t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  ( P a t e r s o n  end  L eb 3 o n d  1 9 6 4 ,  
H i c k s  1 9 6 6 ,  P a t e r s o n  a n d  R u b i n  1 9 6 9 ) .
The  /
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T h e  PM m e j  b e  i n c o r p o r e t e d  a t  p a r t i c u l a r  s i t e s  on t h e  
c e l l  s u r f a c e .  U s i n g  h a e m a g g l u t i n s t i o n  t e c h n i q u e s ,  M a r c u s  a n d  
H i r a c h  ( 1 9 6 3 )  a n d  M a rc u s  ( 1 9 6 5 )  d e s c r i b e d  t h e  a p p e a r a n c e  o f  
NAÏÏA c o n t a i n i n g ,  v i r a l  r e c e p t o r  s i t e s  on v i r a l  a n t i g e n s  i n t o  
t h e  s u r f a c e  o f  n o r m a l  o r  i n f e c t e d  HeLa c e l l s .  I n c o r p o r a t i o n  
b e g i n s  a t  one  o r  b o t h  p o l e s  o f  t h e  c e l l  a n d  i n c r e a s e s  i n  a r e a  
u n t i l ,  a f t e r  one  g r o w t h  c y c l e ,  t h e  e n t i r e  c e l l  s u r f a c e  i s  
c o v e r e d .  A b e r c r o m b i e  e t  a l  ( 1 9 7 0 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  new 
f i b r o b l a s t  c e l l  s u r f a c e  e r u p t s  a s  l a m e l l l p o d i a  ( f o r m e r l y  
c a l l e d  r u f f l e d  me mb rane)  a t  t h e  l e a d i n g  e d g e  o f  t h e  c e l l .
L i p i d ,  p r o t e i n  a n d  s u g a r  m a c r o m o l e c u l e s  a l o n e ,  o r  
p e r h a p s  a s  w h o l e  p i e c e s  o f  PM, a r e  b e l i e v e d  t o  b e  s h e d  i n t o  
t h e  medium a n d  i n t e r f a c e s  s u r r o u n d i n g  c e l l s  i n  c u l t u r e  
( l i r a e m a r  1 9 6 6 ,  1967 ;  Bossmsn  a n d  W i n s t o n  1 9 7 0 ;  W a r r e n  1 9 6 9 ) ,  
P e t e r s o n  a n d  d u b i n  ( 1 9 6 9 )  f o u n d  t h a t  c h i c k  e m b r y o n i c  f i b r o ­
b l a s t s  r e l e a s e d  p h o s p h o l i p i d  o r  l i p o p r o t e i n  i n t o  t h e  medium 
a s  a f u n c t i o n  o f  t h e  s o r u m  c o n c e n t r a t i o n .  T h e y  b e l i e v e  t h a t  
t h e s e  m a c r o m o l e c u l e s  o r i g i n a t e  f r o m  l i v e  c e l l s  a n d  a r e  l i k e l y  
t o  e s t a b l i s h  an e x c h a n g e  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  c e l l  an d  medium 
o r  i n t e r o e l l u l a r l y . K i t e  a n d  M e r c h a n t  ( 1 9 6 1 )  f o u n d  t h a t  L 
c e l l s ,  p r e v i o u s l y  g r o w n  i n  m e d i a  c o n t a i n i n g  h o r s e  s e r u m ,  w e r e  
c a p a b l e  o f  b i n d i n g  s i g n i f i c a n t  a m o u n ts  o f  a n t i - h o r s e  g l o b u l i n  
t o /
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t o  t h e i r  s u r f a c e  e v e n  a f t e r  w a s h i n g .  O t h e r  w o r k e r s  h a v e  
f o u n d  t h a t  s e v e r a l  c e l l  t y p e s  a b s o r b  a n t i g e n s  f r o m  t h e  medium 
o n t o  t h e i r  s u r f a c e  ( H a m b e r g e r  e t  a l  1 9 6 3 ,  K o d e n i  1 9 6 8 ) @
W a r r e n  ( 1 9 6 9 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  o r i g i n  o f  s h e d  
m a t e r i a l  may b e  a s  p i e c e s  o f  PM s l o u g h e d  o f f  c e l l s .  I n  
n e o p l a s t i c  c e l l s  t h i s  phenomeno n  m i g h t  be  e x a g g e r a t e d  a n d  a r i s e  
f r o m  a n  e r r o r  i n  t h e  d é g r a d a t i v e  p r o c e s s  o f  PM t u r n o v e r  
l e a d i n g  t o  an a c c u m u l a t i o n  o f  o l d  PM, By m a s k i n g  t h e  c e l l  
s u r f a c e ,  W a r r e n  t h i n k s  o l d  PM m i g h t  a f f e c t  t h e  h i s t o l o g y  and  
e s p e c i a l l y  t h e  c o n t a c t  b e h a v i o u r  o f  m a l i g n a n t  c e l l s  ( s e e  
s e c t i o n  on C e l l  G o a t s  b e l o w ) .  H o w e v e r ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  
a l l  o f  t h e s e  m a t e r i a l s  o r i g i n a t e  f r o m  l y ^ e d  c a l l s  h a s  n o t  b e e n  
e l i m i n a t e d .
G„ PM a n d  C e l l  S u r f a c e  S t r u c t u r e
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R e c e n t  i n f o r m a t i o n  makes  i t  n e c e s s a r y  t o  r e v i s e  t h e  mode l  
o f  t h e  PM a s  s l i p i d  b i l a y e r  c o a t e d  w i t h  p r o t e i n  w h i c h  was 
f i r s t  s u g g e s t e d  by D a n i e l l i  a n d  D a v s o n  ( 1 9 3 4 - 3 5 ) .  T h e r e f o r e  
I n  t h i s  s e c t i o n  I  i n t e n d  t o  r e v i e w  some c u r r e n t  m o d e l s  o f  t h e  
PM s t r u c t u r e ,  e s p e c i a l l y  a s  t h e y  a f f e c t  c o n c e p t s  o f  t h e  c e l l  
s u r f a c e .  Some a u t h o r s  h a v e  c o n t e n d e d  t h a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  
c o n s i s t s  o f  a n  e s s e n t i a l l y  m u c o p o l y s a c c h a r i d e  c o a t  and  t h i s  
i d e a  i s  a l s o  d i s c u s s e d ^ ,
S t u d i e s /
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S t u d i e s  o f  t h e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  p l a s m s  membranes  
h a v e  c o n f i r m e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h e  l i p i d  b i l a y e r  b u t  s u g g e s t  
new i d e a s  a b o u t  t h e  s t r u c t u r e  o f  PM p r o t e i n  a n d  s u g a r .  I t  
a l s o  seems  t h e o r e t i c a l l y  p o s s i b l e  t h a t  t h e  PM may u n d e r g o  
c h a n g e s  f r o m  one  c o n f i g u r a t i o n  t o  a n o t h e r  a n d  t h e s e  may b e  o f  
i m p o r t a n c e  i n  c o n t a c t  i n t e r a c t i o n s .
Much o f  v a l u e  i n  i n t e r p r e t i n g  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  PM 
h a s  b e e n  o b t a i n e d  by s t u d i e s  o f  s y n t h e t i c  membrane  mo de l  
s y s t e m s  co m p o se d  o f  l i p i d  o r  p r o t e i n  a n d  l i p i d .  T h e  s e n s i t i v i t y  
o f  t h e  PM t o  c h e m i c a l  o r  p h y s i c a l  m a n i p u l a t i o n  h a s  l i m i t e d  
t h e  u s e f u l n e s s  o f  many t e c h n i q u e s  o f  s t u d y .  I n  p a r t i c u l a r ,  
t h e  d e h y d r a t i o n  o f  PM m a t e r i a l  i n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  may l e a d  
t o  p e r m a n e n t  a l t e r a t i o n  o f  PM s t r u c t u r e  a s  may n o r m a l  f i x a t i o n  
end  s t a i n i n g  p r o c e d u r e s .
1)  PH s t r u c t u r e ;  l i p i d  m o d e l s
U s i n g  m i x t u r e s  o f  l i p i d  a n d  p r o t e i n , Lucy a n d  G l a u e r t  
( 1 9 6 4 )  c o n c l u d e d  t h a t  l i p i d  i n  w a t e r  s u s p e n s i o n s  a d o p t e d  e i t h e r  
one o f  two  b a s i c  c o n f i g u r a t l o n s  p r i m a r i l y  a s  a f u n c t i o n  o f  
t h e  w a t e r  c o n c e n t r a t i o n ,  7 / h e r e  w a t e r  was l i m i t i n g  m i c e l l e s  
w o r e  f o r m e d  w i t h  t h e  c h a r g e d  p h o s p h o l i p i d  h e a d s  g r o u p e d  a b o u t  
d r o p s  o f  w a t e r .  W i t h  a n  e x c e s s  o f  w a t e r ,  b i l a y e r  s t r u c t u r e s  
w e r e  f o r m e d ;  t h a t  I s ,  tw o  m o n o l a y e r s  o f  l i p i d  s a n d w i c h e d  w i t h  
t h e i r  h y d r o c a r b o n  c h a i n s  t o g e t h e r  a n d  t h e i r  h e a d s  i n  t h e  
m e d i u m , /
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medium.  The a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  b i o l o g i c a l  membranes  o u g h t  
t o  b e  f r e e l y  c a p a b l e  o f  a d o p t i n g  e i t h e r  c o n f i g u r a t i o n  u n l e s s  
i n h i b i t e d  by  o t h e r  membrane c o m p o n e n t s .  T h e  c o n f i g u r a t i o n s  
o f  maximum t h e r m o d y n s m i c  s t a b i l i t y  o f  l i p i d s  v i t r o  a r e  
t h o u g h t  t o  b e  m o d e l s  f o r  t h e i r  c o n f I g u r a t i o n C a ) i n  t h e  PM 
(Luqy 1968)  .
M e o t r o n  m i c r o s c o p y  o f  f r e e z e - c l e a v e d  p r e p a r a t i o n s  o f  
s e v e r a l  t y p e s  o f  c e l l s  a n d  membranes  show t h a t  t h e  membranes  
s p l i t  a l o n g  w h i c h  i s  b e s t  i n t e r p r e t e d  a s  t h e  i n t e r i o r  h y d r o ­
c a r b o n  r e g i o n  o f  t h e  l i p i d  b i l a y e r  ( s e e  Chapman end  W a l l a o h  
1 9 6 8 ) .  I n  s d d i t l o n ,  many o f  t h e  e l e c t r i c a l  p r o p e r t i e s  o f  
s y n t h e t i c  membrane b i l a y e r s  r e s e m b l e  t h o s e  o f  n a t u r a l  PM 
('Chapman a n d  W a l l a c h  1 9 6 8 ,  F l n e a n  1 9 6 6 ) ,
I t  w o u l d  t h e n  seam c l e a r l y  i n e v i t a b l e  t o  p r o p o s e  t h a t  
t h e  l i p i d  c o n t a i n i n g  e n v e l o p e  o f  t h e  c e l l  e x i s t s  a s  a l i p i d  
b i l a y e r  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  D a n i e l l i  a n d  B a v s o n s  o r i g i n a l  
m o d e l .  I n  many w a y s ,  I t  i s  y e t  t h e  m o s t  a c c e p t a b l e  o f  t h e  
m o d e l s  p r o p o s e d  f o r  t h e  PM (StoebKeneus  a n d  .Fngelman 1 9 6 9 ) .
I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  w h i l e  some o r  m os t  o f  t h e  PM e x i s t s  
a s  s/bi l a y e r ,  t h e  r e s t  i s  s t r u c t u r e d  a s  m i c e l l e s  o r  m a c r o -  
m o l e c u l a r  s u b u n i t s  o f  l i p i d  a nd  p r o t e i n .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  
o f  n e g a t i v e l y  s t a i n e d  p r e p a r a t i o n s  o f  PM by B e n e d e t t i  a n d  
Emmelot  ( 1 9 6 8 )  a n d  l a n t h a n u m  s t a i n i n g  PM s e c t i o n s  by R e v e l  
a n d /
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a n d  K s r n o v s k y  ( 1 9 6 7 )  show g e o m e t r i c  a r r a n g e m e n t s  o v e r  l i m i t e d  
a r e a s  o f  t h e  PM, t h o u g h t  t o  b e  p a r t  o f  t i g h t  j u n c t i o n s ,  ( s e e  
l a t e r ) ,
The  m o s t  c o g e n t  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  of t h e  
b i l s y e r  i n  p l a s m a  me mb ran es  comes f r o m  f r e e z e - c l e a v e  i n v e s t i g a ­
t i o n s ,  B r a n t o n  ( 1 9 6 6 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  t e c h n i q u e  
s p l i t s  t h e  c e l l  membrane  a l o n g  t h e  p l a n e  o f  t h e  h y d r o p h o b i c  
f a t t y  a c i d  i n t e r i o r  w h e r e  Van d e r  W e a l s  f o r c e s  a r e  l i k e l y  t o  
b e  w e a k .  B e a m e r  e t  a l  ( 1 9 7 0 )  c a r r i e d  o u t  s t u d i e s  o f  f r e e z e -  
c l e a v i n g  o f  l i p i d s .  T h e i r  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  b i l a y e r  
s t r u c t u r e  o f  a l i p i d  a t  h i g h  t e m p e r a t u r e  was p r e s e r v e d  u p o n  
f r e e z i n g  a s  Y/ere t h e  h e x a g o n a l  ( m i c e l l e s )  s t r u c t u r e s .  T h i s  
was  f o u n d  u s i n g  o l e i c  a c i d .  B l ow f r e e z i n g  o f  t h i s  l i p i d  
r e s u l t e d  i n  c r y s t a l l i n e  p l a n e  f o r m a t i o n .
% g  l e c i t h i n ,  a l o n e  o r  m ix e d  w i t h  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  c h o l e s t e r o l  a n d  w a t e r ,  f r a c t u r e d  a l o n g  t h e  n o n - p o l a r  
r e g i o n .  The  d e g r e e  o f  a c y l  s a t u r a t i o n ,  h y d r a t i o n  o r  c h o l e s t e r o l  
c o n c e n t r a t i o n  h a d  no  e f f e c t  on f r a c t u r i n g ,
S)  S t r u c t u r a l  c h a n g e s
R e v e r s i b l e  t r a n s i t i o n s  o f  PM b e t w e e n  m i c e l l e  a n d  
b i l a y e r  f o r m a  may b e  p o s s i b l e  i f  i t s  l i p i d - p r o t e i n  s t r u c t u r e  
i s  s e n s i t i v e  t o  c h a n g e s  i n  t h e  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e ,  i o n  
c o n c e n t r a t i o n  o r  e l e c t r i c  f i e l d .  S u c h  a s t r u c t u r a l  a l t e r a t i o n  
may s o t  a s  a f u n c t i o n a l  r e s p o n s e  o f  t h e  c e l l  t o  © new s i t u a t i o n  
a n d /
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e n d  a ny  s p e c i f i c  c o n c e p t  o f  c e l l  s u r f a c e  s t r u c t u r e  m us t  t a k e  
t h i s  p o s s i b i l i t y  o f  t r a n s i t i o n  i n t o  a c c o u n t  ( G i n g e l l  1 9 6 7 ) .  
T h e o r e t i c a l  c o n d i t i o n s  c a p a b l e  o f  i n i t i a t i n g  p h a s e  c h a n g e s  
h a v e  b e e n  l i s t e d  b y . G i n g e l l  ( 1 9 6 7 ) ,  Chan g e u x  e t  e l  (196'ÎÎ>,
Chang  eux  a n d  P o d l a s k i  ( 1968) a n d  H i l l  (1961). T h e s e  c o n d i t i o n s  
I n c l u d e  i o n i c  s t r e n g t h ,  m o l e c u l a r  a d s o r p t i o n  a n d  t h e  p r o x i m i t y  
o f  c h a r g e d  m o l e c u l e s  a n d  s u r f a c e s  ( e . g .  p l a s m a  m e m b ra n e s )
( G i n g e l l  1 9 6 7 ) .
K a v s n a u  ( 1 9 6 5 )  h a s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  PM may b e  c a p a b l e  
o f  e x h i b i t i n g  s e v e r a l  c o n f i g u r a t i o n s  a n d  h e  c o n s i d e r s  t h a t  
c a l c i u m  i o n - c a r b o x y l  g r o u p  i n t e r a c t i o n s  may p l a y  a l e a d i n g  p a r t  
i n  c o n t r o l l i n g  c o n f o r m a t i o n a l  s t a b i l i t y .  T h e r e  i s  a s  y e t  
l i t t l e  o r  no  d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  t h i s  h y p o t h e s i s .  H ow ev er ,  
L o e w e n s t e i n  ( 1 9 6 3 )  s u g g e s t s  t h a t  i n t e r c e l l u l a r  e l e c t r i c a l  
c o n t a c t  t h r o u g h  low r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  i n v o l v e s  a l t e r a t i o n  
o f  PM p e r m e a b i l i t y  c o i n c i d e n t  w i t h  l o s s  o f  c i u m  f r o m  t h e  
m e m b ra n e .  B e n e d e t t i  a n d  Emmelot  ( 1 9 6 8 )  b e l i e v e  t h e  t e n s i l e  
s t r e n g t h  o f  t h e  PM t o  be a f u n c t i o n  o f  b o u n d  c a l c i u m ,
S h a h  a n d  S c h u l m a n  ( 1 9 6 7 )  h av e  r e l a t e d  t h e  membrane *s  
l i p i d  c o m p o s i t i o n  t o  i t s  c a p a c i t y  f o r  i o n i c  i n t e r a c t i o n .  C a l c i u m  
i o n s  a r e  bou n d  by  t h e  p h o s p h a t e s  o f  a d j a c e n t  p h o s p h o l i p i d s  
i n /
1 8 .
i n  l i p i d  m o n o l s y a r s  and  by  d o i n g  s o  i n o r e a s o  t h e  e l e c t r i c  
s u r f a c e  p o t e n t i a l  o f  t h e  m o n o l a y e r .  Z u l l  and  H P p f i n g e r  ( 1 9 6 9 )  
e x a m i n e d  t h e  e f f e c t s  o f  l i p i d  c o m p o s i t i o n  on t h e  c a l c i u m  i o n  
b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  l i p i d  m o n o l a y e r s .  T h e i r  r e s u l t s  l e d  t h e m  
t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  c o n f i g u r a t i o n a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  
h e a d  g r o u p s  o f  s p h i n g o m y e l i n  a n d  l e c i t h i n  a r e  t h e  c a u s e  o f  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e i r  i o n  b i n d i n g  v a l u e s .  A l s o ,  
e t h s n o l a m i n a  m o n o l a y e r s  s e e m  c a p a b l e  o f  s t r o n g e r  i n t e r a c t i o n s  
w i t h  a n i o n s  c o m p a r e d  t o  m o n o l a y e r s  o f  c h o l i n e  c o n t a i n i n g  l i p i d s .  
The  a u t h o r s  b e l i e v e  t h e s e  f i n d i n g s  may h a v e  soma b e a r i n g  on 
c e l l u l a r  c o n t a c t  i n t e r a c t i o n s .
G o t t s h a l k  ( 1 9 6 0 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  g l y c o p r o t e i n s  
c a r r y i n g  many a c i d  g r o u p s  on t h e i r  s u r f a c e  ( e . g .  NANA) owe t h e i r  
c o n f o r m a t i o n s l  r i g i d i t y  t o  r e p u l s i o n  o f  t h e  c h a r g e d  g r o u p s  by 
o ne  a n o t h e r .  T h e r e f o r e ,  PM -  i o n  i n t e r a c t i o n s  m i g h t  f u n c t i o n  
s i m i l a r l y .
3 )  L l c r u i d - c r y s t a l l l n e  s t a t e
The  p l a s m a  me m br a ne s  o f  My c o p l a s m a  s p a . ,  w h i c h  l a c k  
c h o l e s t e r o l ,  u n d e r g o  p h a s e  c h a n g e s  o f  t h e  a c y l  c h a i n s  a s  a 
f u n c t i o n  o f  t e m p e r a t u r e  a s  d e t e c t e d  by c a l o r i m e t r y  ( S t e l m  e t  
a l ,  1 9 6 9 ,  R e i n e r t  a n d  S t e i m  1 9 7 0 ) .  C h o l e s t e r o l  h a s  b e e n  
s u g g e s t e d  t o  m o d u l a t e  t h e  f l u i d i t y  o f  t h e  l i p i d  h y d r o c a r b o n  
c h a i n s  e f f e c t i v e l y  p r o d u c i n g  e n  I n t e r m e d i a t e  f l u i d  s t a t e  a t  
b i o l o g i c a l /
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b i o l o g i c a l  t e m p e r a t u r e s  (Chapman and  W a l l s c h  1 9 6 8 ) .  U s i n g  
s t e r a o m o d e l  p r o j e c t i o n s ,  V a n d e n h e u v a l  ( 1 9 6 3 )  f o u n d  c l o s e  f i t  
b e t w e e n  m o d e l s  o f  c h o l e s t e r o l  a n d  m y e l i n  s h e a t h  l i p i d s .  T h e r e  
i s  a p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  p h o s p h o l i p i d  a n d  c h o l e s t e r o l  
r a t i o s  i n  m o s t  PM ( W e i n s t e i n  a t  e l  1 9 6 9 ) .  F i n a l l y ,  u s i n g  
c i r c u l a r  d i c h r o i a m  a n d  p r o t o n  m a g n e t i c  r e s o n a n c e  t e c h n i q u e s ,  
G l a s e r  e t  a l  ( 1 9 7 0 )  f o u n d  t h a t  e r y t h r o c y t e  PM, w h i c h  u s u a l l y  h a s  
a l a r g e  am ount  o f  c h o l e s t e r o l ,  showed  l i t t l e  t e m p e r a t u r e  
s e n s i t i v e  a c y l  c h a i n  m o b i l i t y . r e l a t i v e  t o  t h a t  o f  My c o p l a s m a PM. 
F Î n a a n  ( 1 9 5 3 )  s u g g e s t e d  a h i g h  c h o l e s t e r o l - p h o s p h o l i p i d  r a t i o  
m i g h t  p r o m o t e  o r d e r  and  r i g i d i t y  i n  m e m b r a n e s .  K l a n k  a n d  
G h o p p i n  ( 1 9 6 9 )  s u p p o r t  t h i s  v i e w  and  f i n d  t h a t  t h e  PM o f  one 
c a l l  t y p e  d e r i v e d  f r o m  monkey k i d n e y s ,  h a s  a r a t i o  o f  0 . 8 1  
a n d  i s  more r e s i s t a n t  t o  s t r e s s  t h a n  i s  t h a t  o f  t h e  BHK-21/013  
c e l l  w h i c h  h a s  a r a t i o  o f  0 . 6 8 ,  N e v e r t h e l e s s ,  n u c l e a r  m a g n e t i c  
r e s o n a n c e  s t u d i e s  by  Chapman e t  a l  ( 1 9 6 7 )  i n d i c a t e  t h a t  PM 
l i p i d s  f r o m  e r y t h r o c y t e s ,  s u s p e n d e d  i n  w a t e r ,  e x i s t  w i t h  c o n ­
s i d e r a b l e  a c y l  c h a i n  m o b i l i t y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  same l i p i d s  
i n  c h l o r o f o r m .  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  a b i l a y e r  c o n f i g u r a t i o n  
o f  t h e  l i p i d  a s  was  t h e  a u t h o r s *  f i n d i n g  t h a t  t h e  h y d r o p h i l i c  
c h o l i n e  a n d  s u g a r  g r o u p s  w e r e  a l s o  m o b i l e .
4 )  PM/
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4)  PM L i o l d - p r o t e i n  s t r u c t u r e
The  B a n ! e l l i - B a v s o n  m o d e l  o f  t h e  membrane  p r o p o s e d  
t h a t  l i p i d - p r o t e i n  r e l a t i o n s h i p s  o c c u r r e d  t h r o u g h  e x t e n s i v e  
e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  c h a r g e d  p h o s p h o l i p i d  h e a d s  
w i t h  a l l  o f  t h e  p r o t e i n  a d s o r b e d  a t  t h e  i n t e r f a c e  o f  t h e  l i p i d  
b i l a y e r .  The f a m i l i a r  t r i p l e - l a y e r  a p p e a r a n c e  o f  membranes  
i n  s e c t i o n  by e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a s  b e e n  u s e d  t o  s u p p o r t  t h i s  
m o d e l  ( S t o e k i n e u s  a n d  E ng e l m an  1 9 6 9 ) .
R e c e n t  p h y s i c a l  s t u d i e s  o f  p l a s m a  m em bra nes  u s i n g  
c i r c u l a r  d i c h r o i s m ,  o p t i c a l  r o t a r y  d i s p e r s i o n  a n d  p r o t o n  
m a g n e t i c  r e s o n a n c e  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  c o n ­
s t r u c t i o n  o f  PM m o d e l s  m or e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  
t h e  m a j o r i t y  o f  PM p r o t e i n  i s  I n t e r a c t i n g  h y d r o p h o b i c s l l y  
w i t h  t h e  l i p i d .  W a l l s c h  a n d  Z a h i e r  ( 1 9 6 6 ) ,  L e n a r d  a n d  S i n g e r  
( 1 9 6 6 ,  1 9 6 8 a ) a n d  G l a s e r  e t  a l  ( 1 9 7 0 )  h s v e  i n d e p e n d e n t l y  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p o l a r  g r o u p s  o f  l i p i d  a n d  p r o t e i n  i n  t h e  PM 
a r e  l o c a t e d  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  e x t e r n a l  medium a n d  t h a t  much 
h e l i c a l  p r o t e i n  e x i s t s  s t a b i l i z e d  i n  t h e  h y d r o p h o b i c  i n t e r i o r  
o f  t h e  m e m b ra n e ,  \ 7 a l l a c h  a n d  Z a h l e r  ( 1 9 6 6 )  f u r t h e r  s u g g e s t e d  
t h a t  some a q u e o u s  c h a n n e l s  l i n e d  w i t h  p o l a r  g r o u p s  may f o r m  
a c r o s s  t h e  PM. Q l s s e r  e t  a l  ( 1 9 7 0 )  b e l i e v e  a p a t t e r n  o f  
p r o t e l n - l i p i d  m o s a i c  may e x i s t . H o w e v e r ,  t h e  s p e c t r a  o f  PM 
m a t e r i a l  by b o t h  c i r c u l a r  d i c h r o l s m  a n d  o p t i c a l  r o t a r y  d i s ­
p e r s i o n /
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p a r s i o n  a r e  a n o m a l o u s  i n  t h e  s e n s e  t h a t  t h e  s p e c t r a  a r e  u n l i k e  
w h a t  i s  e x p e c t e d  o f  n o r m a l  p r o t e i n  c o n f i g u r a t i o n s  (Chapman a n d  
Y f a l l a c h  1 9 6 8 ) ,  U s i n g  c a l o r i m e t r i c  m e t h o d s ,  S t e i m  e t  a l  ( 1 9 6 9 ) ,  
R e i n e r t  an d  S t e i m  ( 1 9 7 0 )  a n d  T o u r t e l l o t t e  e t  a 1 ( 1 9 7 0 )  f o u n d  
t h a t  a t  l e a s t  7 0 %  o f  t h e  l i p i d  o f  M y c o p la sm a  s p s . PM was 
c a p a b l e  o f  p a r t i c i p a t i n g  i n  a t h e r m a l  p h a s e  c h a n g e  ( w h e t h e r  
i n  v i v o ,  a s  i s o l a t e d  PM o r  i f  r e c o n s t i t u t e d  f r o m  a s o l v e n t  
e x t r a c t  o f  PM). R a i n e r t  a n d  S t e i m  ( 1 9 7 0 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
l i p i d  f r a c t i o n  w h i c h  r e m a i n e d  s t a b l e  was  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  
t h e  membrane  p r o t e i n .
E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  p l a s m a  m e m b ra n e s  i n  s e c t i o n  h a s  
u s u a l l y  shown a t r i l a y e r  s t r u c t u r e  w i t h  t w o ,  e l e c t r o n  d e n s e  
o u t e r  l a y e r s  o f  2 0 - 3 0  A t h i c k n e s s  a n d  a n  i n n e r  l a y e r  o f  low 
e l e c t r o n  d e n s i t y  o f  3 0 - 4 0  A ( B e n e d e t t i  a n d  E i imelo t  1 9 6 8 ) .  The  
s t r u c t u r e  i s  r e v e a l e d  e s p e c i a l l y  when Kî-InO^ o r  OsO^ i s  u s e d  
i n  f i x a t i o n  and  s t a i n i n g .  The  t r i  l a y e r  p a t t e r n  h a s  b e e n  t a k e n  
a s  e v i d e n c e  o f  t h e  Da n i e  H i  m o d e l  o f  a s y m m e t r i c a l  membrane 
b i l a y e r  ( s e e  S t o e k i n e u s  a n d  E nge lm an  1 9 6 9 ) ,  R o b e r t s o n  ( 1 9 6 6 )  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d e n s e  l i n e s  r e p r e s e n t e d  t h e  p o l a r  r e g i o n s  o f  
l i p i d  a n d  p r o t e i n ,  a n d  t h e  low d e n s i t y  l i n e  t h a t  o f  t h e  h y d r o ­
c a r b o n s .  H o w ev e r  -  K orn  ( 1 9 6 6 ,  1967)  f o u n d  t h a t  OsO^ r e a c t e d  
w i t h  t h e  h y d r o c a r b o n  r e g i o n  o f  t h e  l i p i d  a n d  c o n c l u d e d  t h a t  
l i t t l e  I n f o r m a t i o n  a b o u t  l i p i d  c o n f i g u r a t i o n  c o u l d  b e  f o r t h c o m i n g  
f r o m /
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f r o m  M  s t a i n i n g  w i t h  OsO^.  LUay a n d  G l a u e r t  ( 1 9 6 4 )  o b s e r ^ / e d  
t h a t  OSO4  i n d u c e d  a c h a n g e  i n  l i p i d  s t r u c t u r e  i n  l i p i d  m i c e l l e s .  
L e n a r d  a n d  S i n g e r  ( 1 9 6 8 b )  f o u n d  t h a t  commonly u s e d M  f i x a t i v e s ,  
e s p e c i a l l y  c a u s e d  c h a n g e s  i n  PM p r o t e i n  c o n f i g u r a t i o n *
L e s s e p s  ( 1 9 6 7 )  t r e a t e d  l a n t h a n u m  a n d  KMmO^ s t a i n e d  c h i c k  
e m b r y o n i c  c e l l s  w i t h  p h o s p h o l i p a s e  G. O n ly  t h i s  enzyme was 
e f f e c t i v e  i n  r e m o v i n g  t h e  l a n t h a n u m  s t a i n i n g  l a y e r  on t h e  c e l l  
s u r f a c e .  O t h e r  enzymes i n c l u d i n g  p r o t e a s e s  w a r e  n o t  e f f e c t i v e .  
I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  n o r m a l  t r i  l a y e r  a p p e a r a n c e  o f  t h e  PM was 
r e v e a l e d  a f t e r  p h o s p h o l i p a s e  G t r e a t m e n t  w h i c h  may i n d i c a t e  t h a t  
t h e  KMm0 4  s t a i n i n g  was o t h e r  t h a n  a t  t h e  p h o s p h o r y l  c h o l i n e  
m o i e t y .
T h e r e  se e m s  l i t t l e  e v i d e n c e  f o r  c e l l  s u r f a c e  p r o t e i n  
b a s e d  on PM s t a i n i n g  e v i d e n c e  ( E o %  1 9 6 7 )  o r  i m m u n o l o g i c a l  
e v i d e n c e  ( K i t e  a n d  M e r c h a n t  1 9 6 1 ) .  H o w e v e r ,  e n z y m i c  t e c h n i q u e s  
h a v e  g i v e n  a r e a s o n a b l e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  p r o t e i n  e x i s t s  a t  
t h e  c e l l  s u r f a c e  a n d  t h i s  p o i n t  w i l l  b e  d i s c u s s e d  I n  t h e  
f o l l o w i n g  s e c t i o n .
Do The  N a t u r e  o f  t h e  G a l l  S u r f a c e
1 ) T h e  c o n c e p t  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e
A u s e f u l  c o n c e p t u a l  d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  t h e  PM a s  a w h o l e ,  
a n d  t h e  c e l l  s u r f a c e  h a s  b e e n  p u t  f o r w a r d  by  G u r t l s  ( 1 9 6 7 ) ,  1 )
T h e /
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The  PM, e s  s  t r i l a y e r  s t r u c t u r e ,  may b e  c o m po se d  o f  a n  i n n e r  
r e g i o n  o f  low d i e l e c t r i c  c o n s t a n t  e nd  h i g h  e l e c t r i c a l  r e s i s t a n c e ,  
i i )  T h i s  r e g i o n  i s  e n c l o s e d  by  a  r e g i o n  o f  h i g h  d i e l e c t r i c  
c o n s t a n t  a n d  low r e s i s t a n c e .  I n  an  a q u e o u s  e n v i r o n m e n t , 
i n t e r a c t i o n s  w i t h  ( h y d r o p h i l i c )  m o l e c u l e s  o r  c e l l  s u r f a c e s ,  
w o u l d  p r o b a b l y  b e  l i m i t e d  t o  o c c u r r i n g  w i t h  c o m p o n e n t s  o f  t h e  
o u t e r ,  h y d r o p h i l i c  r e g i o n ,  t h e  i m p e r m e a b l e  i n t e r f a c e  o f f e r e d  by 
t h e  h y d r o p h o b i c  i n n e r  r e g i o n  ( i )  w o u l d  t e n d  t o  s e r i o u s l y  
i n h i b i t  i n t e r a c t i o n s  f r o m  e x t e n d i n g  d e e p e r ,  b e y o n d  t h i s  s u r f a c e ,  
E f f e c t i v e l y ,  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  o u t e r  r e g i o n  w o u l d  a l s o  b e  
t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e .  I t  i s  t h e  c o n c e r n  o f  t h i s  
s e c t i o n  t o  d i s c u s s  t h e  e l e m e n t  o f  C u r t i s *  d e f i n i t i o n  i n  m o l e ­
c u l a r  t e r n s  ,
S e v e r a l  p o i n t s ;  o f  u n c e r t a i n t y  mu s t  f i r s t  be  e x a m i n e d ,  
a )  N o t  a l l  m o l e c u l a r  g r o u p s  i n  t h e  o u t e r  r e g i o n  may b e  e a s i l y  
a c c e s s i b l e ,  s i n c e  t h e y  may b e  m a sk ed  o r  c o v e r e d  by o t h e r  chemicaÜ 
g r o u p s  ( I n b a r  a n d  S a c h a  1 9 6 9 b ) ,  b )  I n  c e r t a i n  c i r c u m s t a n c e s , 
t h e  i n n e r  r e g i o n  may b e  p e n e t r a b l e ,  t h e r e b y  w e a k e n i n g  t h e  PM- 
c e l l  s u r f a c e  d i s t i n c t i o n  ( F i n a a n  1 9 6 6 ) ,  c )  Not  a l l  o f  t h e  
e l e m e n t s  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  may b e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  PM,
Some may b e  a d s o r b e d  f r o m  t h e  medium o r  a c q u i r e d  i n  o t h e r  ways 
( e , g a  c e l l  c o w t ) ,
A /
3 4 ,
A n u m b e r  o f  t e o h n î q u e a  h a v e  b e e n  u s e d  t o  e s t a b l i s h  
c r i t e r i a  f o r  s  d e f i n i t i o n  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e .  H i s t o l o g y ,  
w i t h  b o t h  l i g h t  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  i m m u n o l o g y ,  en z y m o lo g y  
a n d  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  i n t a c t  c e l l s  o f f e r  a n  o p e r a t i o n a l  
a p p r o a c h  t o  t h e  q u e s t i o n  o f  t h e  i d e n t i t y  a nd  a c c e s s i b i l i t y  of  
c e l l  s u r f a c e  m o l e c u l e s ,
2 )  S t s i n inn: m e t h o d s
H i s t o l o g i c a l  m e t h o d s  may b e  u s e f u l  i n  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  
i f  t h e  s t a i n  i s  a b l e  t o  r e a c t  w i t h  o n l y  p a r t  o f  t h e  PM, ( e , g #  
t h e  c e l l  s u r f a c e )  b e i n g  l i m i t e d  by t h e  p e r m e a b i l i t y  b a r r i e r  o f  
t h e  m e m bra ne ;  o r  i f  i t  r e a c t s  s p c i f I c a l l y  w i t h  one o r  f ew 
PM c o m p o n e n t s .  F o r  o p e r a t i o n a l  r e a s o n s ,  i t  may b e  a s s u m e d  t h a t  
t h e  h y d r o p h o b i c  a c y l  i n t e r i o r  o f  t h e  PM b i l a y e r  a n d  t h e  c e l l u l a r  
p e r m e a b i l i t y  b a r r i e r  a r e  i d e n t i c a l  a l t h o u g h ,  f r o m  t h e  
d i s c u s s i o n  a b o v e ,  t h i s  mu s t  n o t  be  t a k e n  f o r  g r a n t e d .  G e n e r a l  
o r  s p e c i f i c  p r e c i p i t a t i o n  s t a i n s  u s e d  i n  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  o f  
t h e  PM may l a c k  r e s o l u t i o n  r e q u i r e d  t o  d e c i d e  u n e q u i v o c a l l y  t h e  
l o c a t i o n  o f  t h e  s t a i n e d  m o l e c u l e s .
S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  u s e d  c o l l o i d a l  l a n t h a n u m  s t e i n ,  
f o r  e x a m p l e ,  t h a t  o f  Lea s a p s  ( 1 9 6 7 )  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y ,
O v e r t o n  ( 1 9 6 9 )  a l s o  s t  a 1 n ed c h i  ok emb r y o n 1c c e l 1 s wi t h  
l a n t h a n u m ,  t r e a t i n g  b o t h  i n t a c t  t i s s u e s  a n d  a g g r e g a t e s  o f  
d i s s o c i a t e d  t i s s u e .  I n t e r e s t i n g l y ,  d e n s e  o r d e r e d  a nd  t a n g l e d  
a r r a y s /
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a r r a y s  o f  f i b r i l ©  ( 35A c e n t e r  t o  c e n t e r )  w e r e  f o u n d  a t  t h e  
c e l l  s u r f a c e .  U n f o r t u n a t e l y ,  no  c l e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
t h e  f i b r i l s  a n d  t h e  PM was d e m o n s t r a t e d .
R e v e l  a n d  K a r n o v s k y  ( 1 9 6 7 )  u s e d  l a n t h a n u m  i n  an ïîM
s t u d y  o f  mouse  t i s s u e s .  The s t a i n  r e v e a l e d  h e x a g o n a l  p a t t e r n s
a t  a r e a s  o f  ” t i g h t  j u n c t i o i f *  c o n t a c t  when v le v /ed  n o r m a l  t o
t h e  p l a n e  o f  t h e  PM. Only  an i n t e r c e l l u l a r  g a p  and  t h e  o u t e r
o
l e a f l e t  o f  t h e  PM w e r e  s t a i n e d .  T he  h e x a g o n s  w e r e  7 0 - 75 A  
w i d e ,  50A d e e p  w i t h  3 0 - 3 5 ^  t h i c k  w a l l s .
F l a x m e n  ( 1 9 6 8 )  f o u n d  a n  e l e c t r o n  d a n s e  l a y e r  o f  a few 
h u n d r e d  a n g s t r o m s  t h i c k  b e t w e e n  t h e  c e n t r a l  PM o f  f i b r o b l a s t s  
a n d  t h e i r  g r o w t h  s u b s t r a t e .  No s u c h  l a y e r  was f o u n d  a t  I n t e r ­
c e l l u l a r  c o n t a c t s .
C o l l o i d a l  i r o n  h y d r o x i d e  (GIH) was u s e d  t o  s t a i n  i n t a c t  
t i s s u e s  a n d  i s o l a t e d  PM o f  r a t  l i v e r  a n d  h e p a t o m a  by  B e n e d e t t i  
a nd  E m n a l o t  ( 1 9 6 7 ,  1 9 6 8 ) .  GIH,  when u s e d  a t  low pH, i s  
t h o u g h t  by  t h e  a u t h o r s  t o  p r e c i p i t a t e  s p e c i f i c a l l y  w i t h  e x p o s e d  
NANA g r o u p s .  H o w e v e r ,  t h e r e  i s  no r e a s o n  why o t h e r  c a r b o x y l  
g r o u p s  s h o u l d  n o t  a l s o  r e a c t .  H i g h  r e s o l u t i o n  134 o f  i s o l a t e d  
a n d  s t a i n e d  PM d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  ou t  or  PM l e a f l e t  ( c e l l -  
medium i n t e r f a c e )  was s t a i n e d  a t  d i s c r e e t  p o i n t s  a t  i n t e r v a l s  
o f  a p p r o x i m a t e l y  2 0 o £ .  P r e - t r e a t m e n t  o f  t h e  PM w i t h  NANsse 
a b o l i s h e d /
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a b o l i s h e d  a l l  s u c h  s t a i n i n g  ( b u t  f o r  i n f r e q u e n t  s m a l l  p a t c h e s  
w h i c h  o c c u r r e d  on o p p o s i t e  i n n e r  and  o u t e r  l e a f l e t s ) .  No 
s t a i n i n g  was o b t a i n a b l e  on t h e  i n n e r  PM l e a f l e t  o r  s t  any  
i n t e r c e l l u l a r  j u n c t i o n .  A f t e r  t h e  PM was t r e a t e d  w i t h  M)TA, 
t h e  f r e s h l y  e x p o s e d  f a c e s  o f  t h e  l o o s e n e d  desmos ome s  a nd  i n t e r ­
m e d i a t e  j u n c t i o n s  c o u l d  b e  s t a i n e d  w i t h  GIH.  " T i g h t  j u n c t i o n s "  
r e m a i n e d  r e f a c t o r y  t o  EûïA t r e a t m e n t  and  no  NANA c o u l d  b e  
d e m o n s t r a t e d  a t  t h i s  j u n c t i o n .
I n  a n  M  a n d  l i g h t  m i c r o s c o p e  s t u d y  o f  r a t  t i s s u e  
u s i n g  p e r i o d i c  a c i d - s i l v e r  m e t h e n a m i n e  a n d  c o l l o i d s !  t h o r i u m  
s t a i n s  f o r  a c i d i c  g l y c o p r o t e i n ,  Hambourg  a n d  L e b l o n d  ( 1 9 6 7 )  
f o u n d  t h a t  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  o f  t h e  t i s s u e s  w e r e  f i l l e d  
w i t h  s t a i n .  The a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c e l l s  w e r e  
e n v e l o p e d  i n  a c o a t  o f  a c i d i c  (NANA c o n t a i n i n g )  g l y c o p r o t e i n .
No s t a i n i n g  was f o u n d  a t  " t i g h t  j u n c t i o n s " ,  b u t  o t h e r  j u n c t i o n s  
w e r e  s t a i n e d ,  a s  was t h e  d e n s e  c e n t r a l  b a n d  o f  t h e  des mos ome s  
w h i c h  was c o n t i n u o u s  w i t h  t h e  r e s t  o f  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s t a i n i n g  
l a y e r .  The  r e s u l t s  w e r e  i n t e r p r e t e d  by t h e  a u t h o r s  t o  i n d i c a t e  
t h a t  a c a r b o h y d r a t e  c o a t  e x i s t s  s u r r o u n d i n g  t h e  c e l l s  . The  
r e s o l u t i o n  o f  t h e i r  m i c r o g r a p h s  d o e s  n o t  o f f e r  a n y  e v i d e n c e  
t h a t  t h e  s t a i n i n g  g l y c o p r o t e i n  ?/as i n  f a c t  p a r t  o f  a c e l l  c o a t ,  
d i s t i n c t  f r o m  t h e  o u t e r  s u r f a c e  o f  t h e  PM,
D e f e n d ! /
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B a f e n d i  a n d  G a s l c  ( 1 9 6 3 )  c a r r i e d  o u t  & l i g h t  m i c r o s c o p e  
s t u d y  o f  c u l t u r e d  n o r m a l  h a m s t e r  embryo c e l l s  a n d  p o ly o m a  
v i r u s  t r a n s f o r m e d  c e l l s  s t a i n i n g  f o r  a c i d  m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .  
T h ey  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  t r a n s f o r m e d  c e l l s  w e r e  t h i c k l y  c o a t e d  
by  a c i d  m u c o p o l y s a c c h a r i d e .  H o w e v e r ,  t h e  same  c r i t i c i s m  c a n  
b e  a p p l i e d  t o  t h e i r  i n t e r p r e t a t i o n  a s  t o  t h a t  o f  Hambourg  m d 
L e b l o n d  ( 1 9 6 7 ) .  The  r e s o l u t i o n  o f  t h e  m i c r o s c o p y  was i n ­
s u f f i c i e n t  t o  i d e n t i f y  s d i s t i n c t  c e l l  c o a t .
3 )  A c c e s s i b i l i t y  m e t h o d s
T h e  d e g r e e  o f  a c c e s s i b i l i t y  o f  a p a r t i c u l a r  PM c o m p o n e n t  
( e . g .  t o  an enzyme o r  i m m u n o g l o b u l i n )  m i g h t  i n d i c a t e  w h e t h e r  o r  
n o t  i t  i s  l o c a t e d  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e ,  G . o r t a i n  e n z y m e s ,  a n t i ­
b o d i e s  a n d  l e c t i n s  a r e  c a p a b l e  o f  r e a c t i n g  v / i t h  t h e i r  s p e c i f i c  
s u b s t r a t e s  o r  a n t i g e n s  on i n t a c t  c e l l s .  T he  i m p e r m e a b i l i t y  
o f  t h e  PM s h o u l d  l i m i t  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  t o  t h e  o u t e r  PM 
r e g i o n  o f  t h e  C u r t i s  c e l l  s u r f a c e  d e f i n i t i o n  ( s e e  a b o v e ) .  
H ow ev er ,  s u b s t a n t i a l  e x p o s u r e  o f  s l i v e  c e l l  t o  a n y  o f  t h e s e  
l a r g e  m o l e c u l e s  c o u l d  r e s u l t  i n  t h e i r  i n g e s t i o n  by p i n o c y t o s i s  
o r  p h a g o c y t o s i s .
I t  i s  c o n c e i v a b l e  t h a t  a l a r g e  p r o t e i n  m i g h t  p e n e t r a t e  
i n t o  t h e  PM o r  c y t o p l a s m  by r e a s o n  o f  t h e  t h e r m a l  m o t i o n  
i n h e r e n t  i n  t h e  l i q u i d  s t r u c t u r e  o f  t h e  PM ( F l n e a n  1 9 6 3 ) ,  o r  
by/
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by i n s e r t i n g  s i d e  c h a i n s  i n t o  t h e  h y d r o c a r b o n  i n t e r i o r  o f  t h e  
PM (Dawson 1 9 6 8 ) .  P o s s i b l y  an enzyme m i g h t  d i g e s t  i t s  way 
i n t o  t h e  PM.
a)  Enzymic a n a l y s i s  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e
'  f fi i ii i  n i l  II ■■■!»■ IBIII»—i i T i r w i  ■■mm , , i i ii ' ■ ■ i > Jil ■ W i i
O f t e n  c e l l s  o r  t i s s u e s  c a n  b e  t r e a t e d  w i t h  a c t i v e  
enzymes  s u c h  a s  l i p a s e s ,  p r o t e a s e s  o r  g l y c o s i d a s e s  w i t h o u t  
i m p a i r m e n t  o f  c e l l u l a r  v i a b i l i t y .  Of s p e c i a l  i n t e r e s t  a r e  
t r y p s i n ,  n e u r a m i n i d a s e ,  c o l l a g e n a s e ,  p r o n a s e  a n d  p h o s p h o l i p a s e  
C,  w h i c h  a r e  a l l  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .  P r a t e a s e s  a r e  r o u t i n e l y  
u s e d  t o  h a r v e s t  c e l l s  f o r  c u l t u r e  p u r p o s e s .  T r y p s i n ,  t h e  
m o s t  commonly u s e d  enzyme f o r  d i s p e r s a l  o f  c e l l s ,  c a n n o t  
e a s i l y  p e n e t r a t e  t h e  PM ( K r a e m e r  1 9 6 7 s ,  O n o d e r a  a n d  S h a i n a n  
1 9 7 0 ,  A l l e n  en d  Snow 1 9 7 0 ) .
S u b s t a n t i a l  a m o u n t s  o f  g l y c o p a p t i d e s , w h i c h  c a n  b e  
i d e n t i f i e d  a s  p a r t  o f  t h e  PM by  b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  (Vfar ren 
a n d  G l i c k  1 9 6 8 ,  Meezan e t  a l  1 9 6 9 )  a r e  r e l e a s e d  by t h e  c e l l  
f o l l o w i n g  a t t a c k  by p r o t e a s e s  o f  l i m i t e d  s p e c i f i c i t y ,  s u c h  a s  
t r y p s i n  a n d  c h y m o t r y p s i n .  E l s l o g l y c o p e p t i d e s  h a v e  b e e n  shown 
t o  b e  l i b e r a t e d  by  t r y p s i n  f r o m  e r y t h r o c y t e s  (Cook  e t  e l  1 9 6 0 ,  
W i n z l e r  e t  el  1 9 6 7 ) ,  c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  (Kemp 1 9 7 0 ) , N o v i k o f f  
a s c i t e s  c e l l s  ( W a l b o r g e t  a l  1 9 6 9 ,  BHK-21/G13 c e l l s  ( A l l e n  
a n d /
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a n d  Snow 1 9 7 0 )  e n d  f r o m  o t h e r  c e l l  t y p e s  ( O n o d e r a  and  S h e i n i n  
1 9 7 0 ,  K r a e m e r  1 9 6 6 ) ,
S t e i n b e r g  ( 1 9 6 3 )  h a s  shown t h a t  t r y p s i n  t r e a t m e n t  o f  
c a l l s  r e l e a s e s  e g e l - l i k e  D N A - t r y p s i n  c o m p l e x  i n t o  t h e  medium.  
T h e  m a t e r i a l  i s  p r o d u c e d  by t h e  a c t i o n  o f  t r y p s i n  on d e a d  o r  
p e r m e a b l e  c e l l s  b u t  n o t  l i v e  i m p e r m e a b l e  c a l l s ,  (Krao m er  1 9 6 6 ,  
A l l e n  an d  Snow 1 9 7 0 ) ,
P h i l i p s o n  e t  s i  ( 1 9 6 5 )  h a v e  shovm by  a n  e l e g a n t  
t e c h n i q u e  t h a t  s u b t i l i s i n  d o e s  n o t  e n t e r  t i s s u e  c u l t u r e  c e l l s ,  
a l t h o u g h  i t  i s  a c t i v e  i n  d e s t r o y i n g  v i r a l  r e c e p t o r  s i t e s  on t h e  
c e l l  s u r f a c e .  The  I n t r a - c e l l u l a r  enzyme l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  
i s  h i g h l y  s u s c e p t i b l e  t o  d e s t r u c t i o n  by  s u b t i l i s i n  a t t a c k .
No d e c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  enzyme was 
d e t e c t e d  a f t e r  s u b t i l i s i n  i n c u b a t i o n  w i t h  i n t a c t  c e l l s  b u t  
50/^ o f  t h e  d e h y d r o g e n a s e  f r o m  b r o k e n  c e l l s  was i n a c t i v a t e d  by 
a c o n c e n t r a t i o n  o f  s u b t i l i s i n  w h i c h  was o n l y  4% o f  t h a t  u s e d  
t o  t r e a t  t h e  c e l l  s u r f a c e .
P u r i f i e d  c o l l a g e n a s e  c a n  b e  a d d e d  t o  c e l l u l a r  c u l t u r e  
m e d ia  v d t h  no  d e t e c t a b l e  e f f e c t  on c e l l  g r o w t h  o r  v i a b i l i t y  
a l t h o u g h  I n t e r c e l l u l a r  c o l l a g e n  i s  d i g e s t e d  ( E l s d a  l e  a n d
F o l e y  1 9 6 9 ) ,  P h o s p h o l i p a s e  G may b e  i n c u b a t e d  w i t h  s e v e r a l  
g r o w i n g  c o l l  t y p e s  v f i t h  no a p p a r e n t  a f f e c t  on c e l l  v i a b i l i t y ,  
RNA o r  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( F r i e d m a n  an d  P a s t o n  1 9 6 8 ) ,  The 
e n z y m e /
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enzyme i s  a b l e  t o  r e l e a s e  a l l ,  o r  n e a r l y  a l l ,  o f  t h e  
p h o s p h o r y l - c h o l i n e  f r o m  i s o l a t e d  e r y t h r o c y t e  PM w i t h o u t  
d i s t u r b i n g  t h e  s t r u c t u r e  o r  c a u s i n g  l o s s  o f  a n y  o f  t h e  o t h e r  
PM c o m p o n e n t s  ( L e n a r d  a n d  S i n g e r  1 9 6 8 a , b ) ,  P r o n a s e ,  a l t h o u g h  
i t  may c o n t a i n  s s  many a s  f o u r  enzymes  o f  d i f f e r i n g  s p e c i f ­
i c i t i e s  ( T r o p  a n d  B i r k  1 9 7 0 ) ,  h a s  b e e n  u s e d  w i t h o u t  h a r m  on 
g a n g l i a  (Baa k s  e t  e l ,  1 9 7 0 )  a n d  e r y t h r o c y t e s  (Houba  1 9 6 7 ) ,  
T a k e u c h i  an d  Y a b u n o  ( 1 9 7 0 )  h a v e  u s e d  p r o n a s e  a n d  t r y p s i n  on 
s l i m e  mold  c e l l s  w i t h  no v i s i b l e  e f f e c t  on c e l l u l a r  v i a b i l i t y ,  
NANase was f o u n d  t o  b e  u n a b l e  t o  p e n e t r a t e  HeLa c e l l s .  
A l t h o u g h  t h e  enzyme r e l e a s e d  NANA f r o m  i n t a c t  c e l l s  NANA on 
t h e  s u r f a c e  o f  t h e  n u c l e u s  was  u n a f f e c t e d  ( M a r c u s  a t  a l  1 9 6 5 ) ,  
N o r d l i n g  e nd  Mayhev/ ( 1 9 6 6 ) ,  u s i n g  f l u o r e s c i e n  i s o - t h l o c y s n e t e  
l a b e l l e d  NANase,  c l a i m e d  t h a t  t h e  enzyme was a b l e  t o  p e n e t r a t e  
e r y t h r o c y t e s .  H o w e v e r ,  s i n c e  t h e  enzyme was i n c u b a t e d  w i t h  
t h e  c e l l s  f o r  30  m i n u t e s ,  t h e  p o s s i b i l i t y  h a s  n o t  b e e n  
e l i m i n a t e d  t h a t  t h e  u p t a k e  was c a u s e d  by p i n o c y t o s i s ,  N a c e t y l -  
e n d  N g l y c o l - n e u r s m i n i c  a c i d s  a r e  f o u n d  s t  t h e  c e l l  s u r f a c e  by  
t r e a t m e n t  o f  a v a r i e t y  o f  c e l l s  w i t h  NANsse ( K l a n k  1 9 5 8 ,
Kra em o r  1 9 6 6 ) ,
I t  i s  c o n c e i v a b l e  t h a t  a l t h o u g h  a n  enzyme i s  u n a b l e  t o  
a t t a c k  t h e  c y t o p l a s m  o f  © c e l l  i t  may b e  a b l e  t o  " r o a m "  a n d  g a i n  
a c c e s s /
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s c o e s s  t o  a l l  o f  t h a  PM. p h o s p h o l i p a s e  A i s  a c t i v e  i n  
c l e a v i n g  f a t t y  a c i d s  f r o m  l i p i d s  i n  i n t a c t  c e l l u l a r  p l a s m s  
m e m br a ne s  ( F i s c h e r  e t  a l  1 9 6 7 ) ,  I n  s  m em bran e  s t r i c t l y  m o d e l l e d  
a s  s b i l a y e r  t h e  a c y l  c h a i n s  s h o u l d  b e  i n a c c e s s i b l e  t o  
h y d r o p h i l i c  s u b s t a n c e s  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  medium.  I t  c a n  
b e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  n e i t h e r  t r y p s i n  o r  NANase i s  a b l e  t o  g a i n  
a c c e s s  t o  a l l  p a r t s  o f  t h e  PM, C e l l  s u r f a c e  NANA e x i s t s  a s  © 
t e r m i n a l  g r o u p  on g l y c o l i p i d s  a n d  g l y c o p r o t e i n s ,  h o w e v e r  o n l y  
t h e  NANA o f  g l y c o p r o t e i n s  I s  g e n e r a l l y  s u s c e p t i b l e  t o  a t t a c k  
b y  NANase ( K l e n k  1 9 5 8 ,  K r a e m e r  1 9 6 6 ) .  T h e  NANA o f  g e n g l i o s i d e s  
i n  p l a s m a  me m bra nes  se e m  p r o t e c t e d  i n  some way f r o m  t h e  enzyme.  
The  i s o l a t e d  g l y c o l i p i d s  a r e  r e a d i l y  a t t a c k e d  by  NANase,
Q l y c o p e p t i d e  f r a g m e n t s  f r o m  t r y p s i n i z e d  human e r y t h r o ­
c y t e s  y i e l d e d  one  m o l e c u l a r  s p e c i e s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  31000  
c o n t a i n i n g  NANA, N a c a t y l - g l u c o s a m i n e ,  N e c e t y l - g e l e o t o s a m i n e ,  
f u c o s e  a n d  h e x o s e  ( W i n z l e r  e t  a l  1 9 6 7 ) .  O t h e r  c e l l s  t r e a t e d  
w i t h  t r y p s i n  a l s o  r e l e a s e d  a l i m i t e d  number  o f  g l y c o p e p t i d e  
s p e c i e s ,  O n o d e r a  a n d  S h e i n i n  ( 1 9 7 0 )  f o u n d  o n l y  f i v e  p e p t i d e  
f r a c t i o n s  r e l e a s e d  f r o m  3T3 c a l l s ,  E x t e n s i v e  d i g e s t i o n  o f  t h e  
f r a c t i o n s  w i t h  p r o n a s e  a n d  t r y p s i n  p r o d u c e d  © g r o u p  o f  c l o s e l y  
r e l a t e d  g l y c o p e p t i d e s  i n  on e  c h r o m a t o g r a p h i c  p e a k .  The  s u g a r  
c h a i n s  w e r e  a t t a c h e d  by  an O - g l y o o s i d i c  b o n d  t o  e i t h e r  s e r i n e ,  
t h r e o n i n e  o r  a s p a r a g i n e  h y d r o x y l  g r o u p s  ( W i n z ü e r  e t  a i  1 9 6 7  ^
M e e z a n /
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M e ez an  e t  a l  1 9 6 9 ) .  P e p t i d e  f r a g m e n t a  o f  t r y p s î n - t r e a t a d  
c e l l  s u r f a c e  g l y c o p a p t i d e s  f r o m  e r y t h r o c y t e s  a r e  l a r g e l y  
c o m p o s e d  o f  s e r i n e  a n d  t h r e o n i n e  ( W i n z l e r  e t  a l  1 9 6 7 ) .  I f  
t r y p s i n  a c t e d  on p l a s m a  me m bra nes  by  s l o w l y  d i g e s t i n g  away t h e  
membrane  p r o t e i n  c o m p o n e n t s  l e a d i n g  t o  c e l l  l y s i s  many s p e c i e s  
o f  g l y c o p e p t i d e  f r a g m e n t s  s h o u l d  b e  o b t a i n a b l e .  By p r o d u c i n g  
f e w  g l y c o p e p t i d e  s p e c i e s  f r o m  i n t a c t  c e l l s ,  t r y p s i n  may o n l y  
b e  a b l e  t o  a t t a c k  s  l i m i t e d  n u m b e r  o f  t h e  s e n s i t i v e  s i t e s  i n  
PM p r  o t  e l  n s .
b ) The u s e  o f  a ja;?:; l u t  I n i n a
Two c l a s s e s  o f  s p e c i f i c  a g g l u t i n a t i n g  p r o t e i n s  r e a c t  
w i t h  c e l l s :  p l a n t  l e c t i n s  a n d  i m m u n o g l o b u l i n s , L i k e  enzyme 
m o l e c u l e s ,  l a r g e  a g g l u t i n i n s  may r e a c t  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  o r  
t h e y  m i g h t  b e  a b l e  t o  p e n e t r a t e  t h e  c e l l  a n d  r e a c t  w i t h  t h e i r  
s p e c i f i c  s u b s t r a t e  i n t e r n a l l y .  H o w e v e r ,  i f  t h e y  p e n e t r a t e  t o  
s d e p t h  i n  t h e  PM o f  mor e  t h a n  h a l f  t h e i r  own l e n g t h ,  t h e n  i t  
i s  u n l i k e l y  o r  i m p o s s i b l e  t h a t  c e l l s  w o u l d  b e  a g g l u t i n a t e d  
by  t h e m .  NANA m o l e c u l e s  h a v e  b e e n  shoY/n t o  be  a c c e s s i b l e  a t  
t h e  c e l l  s u r f a c e  s i n c e  s e v e r a l  c e l l  t y p e s  may b e  " hem sg g l u t i n a t e d  
by m y x o v i r u s  w h i c h  s p e c i f i c s l l y  b i n d s  NANA. T h i s  o p e r a t i o n a l  
d e f i n i t i o n  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  by t h e  u s e  o f  m y x o v i r u s  c a n  b e  
a p p l i e d  t o  a g g l u t i n i n s  a s  w a l l  a s  t o  e n z y m e s ,
E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  p r e p a r a t i o n s  o f  w h o l e  c e l l  
s p e c i f i c /
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s p e c i f i c  a n t i b o d y  r e a c t e d  a g a i n s t  i s o l a t e d  PM h a v e  shovm t h a t  
t h e  a n t i b o d y  b i n d s  w i t h  o n l y  t h e  o u t e r  PM l e a f l e t  ( n o t  t h e  
i n n e r  c y t o p l a s m i c  l e a f l e t )  ( K i t e  a n d  M e r c h a n t  1 9 6 1 ) .  The  i n n e r  
l e a f l e t ,  a l t h o u g h  e x p o s e d  t o  t h e  a n t i s e r u m ,  was a p p a r e n t l y  n o t  
a n t i g e n i c . T h e r e f o r e ,  e v e n  i f  a n t i b o d i e s  do p e n e t r a t e  t h e  PM, 
t h e y  w o u l d  r e a c t  w i t h  c y t o p l a s m i c  a n t i g e n s  a n d  n o t  t h e  i n n e r  
PM l e a f l e t  w h i c h  seems  n o n - s n t i g e n i c . T h e n  t h e  a n t i b o d i e s  
w o u l d  b e  t o o  d e e p  t o  a g g l u t i n a t e  c a l l s .  On t h i s  b a s i s ,  i t  
w o u l d  s e e m  t h a t  t h e  a g g l u t i n a t i o n  o f  c e l l s  b y  a n t i b o d y  i n d i c a t e s  
t h a t  t h e  a n t i g e n  i s  l o c a t e d  i n  t h e  o u t e r  l e a f l e t  o f  t h e  PM, 
i . e .  t h e  c e l l  s u r f a c e .
K i t e  an d  M e r c h a n t  ( 1 9 6 1 )  a l s o  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  w h i c h  
i n d i c a t e d  t h a t  v i r t u a l l y  a l l  o f  t h e  a n t i g e n i c  c e l l  s u r f a c e  
m a t e r i a l  was s u g a r  i n  n a t u r e  w i t h  n e g l i g i b l e  c o n t r i b u t i o n s  f r o m  
l i p i d  o r  p r o t e i n  c o m p o n e n t s ,
B H K " 3 l / 0 1 3 ,  a n d  3T3 c e l l s ,  w h i c h  h a v e  b e e n  t r a n s f o r m e d  
by  SV40 o r  p o ly o m a  v i r u s ,  a n d  c h e m i c a l l y  t r a n s f o r m e d  LIEIO c e l l s  
e r e  s p e c i f i c a l l y  a g g l u t i n a t e d  by  t h e  l e c t i n s  w h e a t g e r m  
e g g l u t i n i n  an d  c o n c a v e l i n - A ,  ( B u r g e r  a n d  G o l d b e r g  196 7 ;
B u r g e r  1 9 6 8 ;  I n b s r  a n d  S a c h s  1969  a , b ) .  T h e  a c t i o n  o f  w h e a t ­
g e r m  a g g l u t i n i n  c a n  b e  s p e c i f i c a l l y  end  r e v e r s i b l y  i n h i b i t e d  by  
N s o e t y l /
3 4 ,
N e c e t y l - g l u c o s a m i n Q ,  N s c e t y l - c h i t o b i o s e end  o v o m u c o i d  w h i c h  
h a s  b e e n  i n t e r p r e t e d  by B u r g e r  e n d  G o l d b e r g  ( 1 9 6 7 )  t o  mean t h e t  
N a c e t y l - g l u c o s s m i n e  i s  t h e  p r i m a r y  w h e a t g e r m  l e c t i n  b i n d i n g  
r e s i d u e  on t h e  c e l l • s u r f a c e , A p r e p a r a t i o n  c o n t a i n i n g  a 
p a r t i c l e  c a p a b l e  o f  b i n d i n g  t h e  l e c t i n  Y7ss r e l e a s e d  f r o m  t h e  
c e l l  by  h y p o t o n i c  s h o c k  t r e a t m e n t . The  p a r t i c l e  c o n t a i n e d  
N a c e t y l - g l u c o s a m i n e ,  e n d  N e c e t y 1 - g a l a c t o s a m i n e  ( B u r g e r  1 9 6 8 ) ,  
T r e a t m e n t s  o f  t h a  c e l l s  w i t h  s o d i u m  p e r i o d a t e  a n d  
NANase p r e v e n t e d  a g g l u t i n a t i o n  by t h e  w h e a t g e r m  l e c t i n  a n d  
t h i s  was i n t e r p r e t e d  t o  mean t h a t  NANA may h a v e  a s t r u c t u r a l  
r e l a t i o n s h i p  w i t h  t h e  b i n d i n g  s i t e  ( B u r g e r  1 9 6 9 ) ,
The  e f f e c t  o f  t h e  l e c t i n s  on u n t r a n s f o r m e d  c e l l s  i s  
t o  b e  d i s c u s s e d  l a t e r ,
M e h r i s h l  a n d  G r a s s e t t i  ( 1 9 6 9 )  h a v e  u s e d  an i n o r g a n i c  
r e a g e n t ,  6 , 6 *  -  d l t h i o d i n i c o t l n i c  a c i d ,  t o  r e a c t  s p e c i f i c a l l y  
w i t h  s u l p h h y d r y l  g r o u p s  on t h e  c e l l  s u r f a c e .  The a u t h o r s  
b e l i e v e  t h e  mol e c u l e  i s  u n a b l e  t o  p e n e t r a t e  t h e  c e l l u l a r  PM, 
T h e r e f o r e  t h e y  s u g g e s t  th i a t  t h e  s u r f a c e s  o f  a t u m o r  c e l l ,  
l y m p h o c y t e s  a n d  p l a t e l e t s ,  may c o n t a i n  s u l p h y d r y l  g r o u p s ,  
c )  E l e c t r o p h o r e t i c  e v i d e n c e  o f  c e l l  s u r f a c e  c o m p o n e n t s
C h a r g e d  g r o u p s  e x p o s e d  s t  t h e  c e l l  s u r f a c e ,  w h e t h e r  
t h e y  a r e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  PM o r  a r e  a d s o r b e d  f r o m  t h e  medium,  
w i l l  g i v e  r i s e  t o  a n  e l e c t r o s t a t i c  f i e l d  a b o u t  t h e  c e l l .  By 
m e a s u r i n g  t h e  v e l o c i t y  of  t h e  s u s p e n d ed( c a l l  i n  a p o t e n t i a l  
g r a d i e n t /
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g r a d i e n t  t h e  % ( z e t s )  p o t e n t i a l  and  h e n c e  t h e  c e l l  s u r f a c e  
p o t e n t i s l  may b e  a s c e r t a i n e d .
C u r t i s  ( 1 9 6 7 )  h a s  c r i t i c i s e d  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  
e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e  t o  c a l l s  on t h e  f o l l o w ! n g  g r o u n d s .
I n  o r d e r  t o  u s e  e l e c t r o p h o r e s i s ,  i t  h a s  b e e n  a s s u m e d  t h a t  t h e  
s u r f a c e  c h a r g e s  a r e  u n i f o r m  o v e r  t h e  e r e © - o f  t h e  s u r f a c e  and  
t h a t  t h e  c e l l - m e d i u m  i n t e r f a c e  i s  i m p e n e t r a b l e  t o  c o u n t e r  i o n s .  
N e i t h e r  o f  t h e s e  a s s u m p t i o n s  i s  v a l i d .  Hay do n  ( 1 9 6 1 )  a nd  
Seaman  a n d  H e a r d  ( 1 9 6 0 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  
may e x i s t  a s  a m a t r i x  i n  d e p t h  w h i c h  may f r e e l y  a l l o w  a c c e s s  t o  
c o u n t e r - i o n s .
C u r t i s  ( 1 9 6 7 )  a l s o  p o i n t e d  o u t  t h a t  v i r t u a l l y  a l l  
e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  s medium o f  mono­
v a l e n t  c a t i o n s  o n l y .  He s u g g e s t s  t h a t  t h e  c e l l u l a r  S u r f a c e  
p o t e n t i a l  may b e  c o m p l e t e l y  d i f f e r e n t  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  
c o n d i t i o n s ,
F i n a l l y ,  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  c e l l s  u n d e r g o i n g  e l e c t r o ­
p h o r e s i s  h a v e  s m o o t h ,  r o u n d  s u r f a c e s ,  Goldman a n d  F o l l e t t  
( 1 9 6 9 )  h a v e  shown t h a t  r o u n d e d  B H K -E l /C lS  c e l l s  p o s s e s s  a l a r g e  
n u m b e r  o f  m i c r o v i l l i  a n d  s u r f a c e  d i s t o r t i o n s  w h i c h  may t e n d  
t o  r e d u c e  t h e  a p p a r e n t  s u r f a c e  c h a r g e  a n d / o r  i n c r e a s e  t h e  
s u r f a c e  a r e a  and  d e c r e a s e  e s t i m a t e s  o f  s u r f a c e  c h a r g e  d e n s i t y  
( C u r t i s /
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( C u r t i s  1 9 6 7 ) .  H u n t e r  ( 1 9 6 0 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  may be t h e  
c a s e  f o r  e r y t h r o c y t e s .  S i n o a  i t  i s  t h e  c h a r g e  e f f e c t i v e  i n  
p r o d u c i n g  t h e  Ç p o t e n t i a l  a t  t h e  e l e c t r o k i n e t i c  s h e a r  p l a n e  
w h i c h  i s  m e a s u r e d  a n d  n o t  t h e  s u r f a c e  p o t e n t i e l  d i r e c t l y  t h e s e  
d i s c r e p a n c i e s  may s e r i o u s l y  l i m i t  i n t  e r p r e t a t i o n  o f  e l e c t r o ­
p h o r e t i c  e v i d e n c e .
A t t e m p t s  t o  d i s c o v e r  t h e  m o l e c u l a r  n a t u r e  o f  t h e  
c h a r g e d  g r o u p s  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  by  
c e l l  e l e c t r o p h o r e s i s  a t  d i f f e r e n t  pH v a l u e s .  C h a n g e s  i n  t h e  
c e l l  mob1 1 1 t y - p H  c u r v e  m i g h t  t h e n  b e  r e l a t e d  t o  t h e  d i s s o c i a ­
t i o n  o f  p a r t i c u l a r  a c i d  o r  b a s i c  g r o u p s  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e .  
Cook e t  a l  ( I 9 6 0 ,  1 9 6 1 )  a p p l i e d  t r y p s i n  a n d  N a n a s e  t o  
e r y t h r o c y t e s  a nd  f o u n d  t h a t  t h e  t r e a t m e n t s  g r e a t l y  r e d u c e d  
t h e i r  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y .  I t  was  c o n c l u d e d  t h a t  s i a l i c  
a c i d  made up m o s t  o f  t h e  c e l l s *  n e t  n e g a t i v e  c h a r g e .  A l l  
c e l l s  s o  f a r  m e a s u r e d  p o s s e s s  s n e t  n e g a t i v e  c h a r g e  a n d  N - o r  
0 , N - s c e t y l - n e u r s m i n i c  a c i d  i s  t h o u g h t  t o  c o n t r i b u t e  a l a r g e  
p o r t i o n  o f  t h e  c h a r g e  on many o t h e r  c e l l  t y p e s :  l y m p h o c y t e s  
(Cook  a n d  J a c o b s  on 1 9 6 8 ,  Wa rd  a n d  A m br os e  1 9 6 9 )  a nd  f o r  n u m e r o u s  
t u m o r  c e l l s  ( S i m o n - i i e u a s  e t  a l  1 9 6 4 ,  V s s s a r  1 9 6 3 ,  W e i s s  a n d  
H a u s c h k a  1 9 7 0 ) .  F o r r e s t e r  e t  s i  ( 1 9 6 2 )  f o u n d  t h a t  BHK-21/G13 
c e l l s  owed 3 5 /  o f  t h e i r  s u r f a c e  c h a r g e  t o  NANA.
A /
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A n um be r  o f  o t h e r  i o n i c  s p e c i e s  h s v e  b e e n  f o u n d  e t  t h e  
c e l l  s u r f a c e  by  e l e c t r o p h o r e s i s . S e v e r a l  c a l l  t y p e s  d i s p l a y  -  
g r o u p s  (Co ok  a n d  J a c o b s o n  1 9 6 3 ,  Ward  a n d  Ambrose  1 9 6 9 ) .  
P h o s p h a t e  g r o u p s  may e x i s t  on BHK c e l l s  ( F o r r e s t e r  e t  a l  1 9 6 2 ) .  
The  fB  e n d  I f  c a r b o x y l  g r o u p s  o f  a s p a r t i c  e n d  g l u t a m i c  a c i d  
h a v e  b e e n  f o u n d  by  Cook e n d  J a c o b s  on ( 1 9 6 3 ) .
4 )  C e l l  s u r f a c e  s t r u c t u r e
P r e v i o u s l y  i n  t h i s  d i s c u s s i o n .  I t  was m e n t i o n e d  t h a t  
some c a l l  s u r f a c e  c o m p o n e n t s ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  s u g a r  m o i e t i e s  
o f  g l y c o l l p i d s ,  w e r e  i n a c c e s s i b l e  t o  s p e c i f i c  e n z y m e s . A 
s i m i l a r  s i t u a t i o n  o c c u r s  w i t h  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  l e c t i n s .
I t  h a s  b e e n  shown t h a t  t r a n s f o r m e d  c e l l s  a r e  a g g l u t i n a t e d  b y  
t h e s e  p r o t e i n s ,  w h e r e a s  n o r m a l  c e l l s  a r e  n o t  ( B u r g e r  and  
G o l d b e r g  1 9 6 7 ,  I n b a r  a n d  S a c h s  1 9 6 9 a ,  b ) .  T h u s  t h e  l e c t i n s  
h a v e  b e e n  s u g g e s t e d  t o  be  s p e c i f i c  f o r  m a l i g n a n t  c e l l s .
H o w e v e r ,  i m m e d i a t e l y  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  t r y p s i n ,  
n o r m a l  c e l l s  a l s o  b i n d  a n d  a r e  a g g l u t i n a t e d  by  t h e  l e c t i n s  
( B u r g e r  a n d  G o l d b e r g  1 9 6 7 ,  I n b a r  a n d  S a c h s  1 9 6 9 b ) .  H ak om or i  
e t  a l  ( 1 9 6 7 )  h a v e  i s o l a t e d  a g l y c o l i p i d  f r o m  BHK-21/G13 c e l l s  
v fh i ch  i n h i b i t s  t h e  a g g l u t i n a t i o n  r e a c t i o n  a n d  w h i c h  c o n t a i n s  
M - a c e t y l - g l u c o s a m i n e .  I t  i s  c o n s i d e r e d  by  I n b a r  and  S a c h s ( 1 9 6 9 b )  
t h a t /
3 8 .
t h a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  l e c t i n  b i n d i n g  s i t e  i s  m a sk ed  by  
p r o t e a s e  s e n s i t i v e  m a t e r i a l  a n d  i n  u n t r a n s f o r m e d  c e l l s  i s  
i n a c c e s s i b l e  t o  t h e  a g g l u t i n i n .
U h l e n b r u o k  e t  a l  ( 1 9 6 0 8 ,  b )  s u g g e s t  t h a t  t r e a t m e n t  o f  
e r y t h r o c y t e s  w i t h  t r y p s i n  o r  NANaae r e v e a l s  t h e  f o r m e r l y  
i n a c c e s s i b l e  g l y c o l l p i d s  a n d  F r l e d e n r e i c h  a n t i g e n s .  The  
a u t h o r s  s u g g e s t  t h a t  t h e  n e g a t i v e  s u r f a c e  p o t e n t i a l ,  du e  i n  a 
l a r g e  p a r t  t o  NAHA g r o u p s ,  i s  c a p a b l e  o f  p r e v e n t i n g  tbie c l o s e  
a p p r o a c h  o f  a n t i b o d y  m o l e c u l e s  a n d  t h a t  t h e  r e m o v a l  o f  NANA 
a n h e n c 68 b i n d i n g  by l o w e r i n g  t h e  s u r f a c e  c h a r g e .
By r e a s o n  o f  i t s  n e g a t i v e  c h a r g e ,  NANA i s  a l s o  b e l i e v e d  
t o  mask a n t i g e n s  on t h e  t r o p h o b l a s t  a nd  on n e o p l a s t i c  c e l l s  
( C u r r i e  a n d  B a g s h e w e  1 9 6 7 ) .
K r a e m e r  ( 1 9 6 7 b )  s u g g e s t s  t h a t  t h e  c o n f i g u r a t i o n  o f  
t h e  c e l l  s u r f a c e  may a l t e r  d u r i n g  m i t o s i s ,  Ha b e l i e v e s  t h a t  
t h e  c e l l u l a r  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  may c h a n g e  d u r i n g  m i t o s i s  
b u t  t h a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  d e n s i t y  o f  NANA r e m a i n s  c o n s t a n t .  
H o w e v e r , m i t  o t i c  c e l l s  may h a v e  a d i f f e r e n t  s u r f a c e  a r e a  t h a n  
i n t e r m i t o t i c  (Go ld man  and  F o i l a t t  19 69 )  a n d  K r a e m e r  ( 1 9 6 7 b )  
had  a s s u m e d  t h e  c e l l s  w e r e  s m o o t h  s p h e r e s .
5 )  C e l l  c o a t s
S e v e r a l  w o r k e r s  h a v e  c l a i m e d  t h a t  some n o r m a l  a n d  n e o ­
p l a s t i c  c a l l s  e r a  e n v e l o p e d  i n  a c o a t  o f  a c i d  m u c o p o l y s a c c h a r i d e  
Pu rd om  e t  a l  ( 1 9 5 8 )  a n d  F o r r e s t e r  e t  s i  ( 1 9 6 2 ) ,  on t h e  b a s i s  o f  
e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s p  h s v e  s u g g e s t e d  t h a t  m a l i g n a n t  c e l l s  
h a d /
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h a d  & g r e a t e r  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  t h a n  n o r m a l  c a l l s .  
Jlænibourg and  L e b l o n d  ( 1 9 6 7 )  a n d  .D ef en d l  a n d  Q a s i c  ( 1 9 6 3 )  f o u n d  
t h a t  c e l l s  w e r e  h e a v i l y  s t a i n e d  a t  t h e i r  p e r i p h e r y  w i t h  a c i d  
m u c o p o l y s a c c h a r i d e  s t a i n s  a n d  t h e y  p r o p o s e d  t h a t  a t h i c k  
i n t e r c e l l u l a r  c o a t  o f  t h i s  s u b s t a n c e  e x i s t e d  on c e l l s .  
H i s t o c o m p a t i b i l i t y  s t u d i e s  by C u r r i e  a n d  B s g s h a w e  ( 1 9 6 7 , 1 9 6 8 ) ,  
C u r r i e  e t  a l  1968 a nd  S a n f o r d  ( 1 9 6 7 )  l e d  t h e s e  a u t h o r s  t o  
p r o p o s e  t h a t  t u m o r  c e l l s  d i s p l a y e d  u n u s u a l l y  l a r g e  a m o u n t s  o f  
NANA on t h e i r  s u r f a c e .
T h e s e  f i n d i n g s  h a v e  s i n c e  b e e n  h e l d  a s  a v a l i d  s t a t e m e n t  
a p p l i c a b l e  t o  t r a n s f o r m e d  c e l l s  i n  g e n e r a l .  H o w e v e r , c a r e f u l  
a n a l y s i s  by  a n u m b e r  o f  w o r k e r s  n o t  o n l y  c a s t s  d o u b t  on t h e s e  
c o n c l u s i o n s  b u t  s u g g e s t  a c o m p l e t e l y  o p p o s i t e  v i e w ,  ( O h t a  
e t  a l  1 9 6 8 ) .
A n a l y s i s  o f  BI lK-21 / 0 1 3  c e l l s  ( H a k o n io r i  a n d  Murakami  
1968 )  o f  t h e  i s o l a t e d  memb ran es  o f  3T3 c e l l s  (Wu e t  s i ,  1 9 6 9 )  
an d  o f  t h e  v i r a l l y  t r a n s f o r m e d  d e r i v a t i v e s  o f  t h e s e  c a l l s  
r e v e a l s  t h a t  t h e r e  i s  i n  f e e t ,  l e s s  NANA on a l l  t h e  membranes  
o f  t r an s f o i ' ^m ed  c e l l s .  A r e c e n t  e l e c t i ’o p h o r e t i c  s t u d y  by 
W e i s s  a n d  Hsuschk© ( 1 9 7 0 )  f i n d s  no c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
m a l i g n a n c y ,  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  a n d  c e l l  s u r f a c e  NANA, 
Thus t r a n s f o r m e d  c a l l s  may,  i n  f a c t ,  h a v e  a l e s s  n e g a t i v e  c e l l  
s u r f a c e . /
4 0 .
s u r f a c e .  T h e  f a c t  t h a t  t h e r e  was g r e a t e r  s t a i n i n g  on t r a n s ­
f o r m e d  c e l l s  c o m p a r e d  t o  n o r m a l  c e l l s  a n d  t h a t  t h e  s t a i n i n g  
was s e n s i t i v e  t o  NANasa b u t  n o t  t o  p e p s i n  ( d e f e n d !  a n d  G a s l c  
1 96 3)  may b e  m or e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  e v i d e n c e  t h a t  many 
t r y p s i n  r é s i s t e n t  c a r b o h y d r a t e  c o n t a i n i n g  g r o u p s  a r e  m a sk ed  
on n o r m a l  c e l l s  b u t  e x p o s e d  on t r a n s f o r m e d  c e l l s  ( B u r g e r  a n d  
G o l d b e r g  1 9 6 7 ) .
A t  p r e s e n t ,  t h e r e  seems l i t t l e  d i r e c t  e v i d e n c e  
s u p p o r t i n g  t h e  e x i s t e n c e  o f  a d i s t i n c t  c e l l  c o a t  f o r  m o s t  c e l l  
t y p e s .  I t  i s  mo re  l i k e l y  t h a t  c e l l  s u r f a c e  c a r b o h y d r a t e  i s  
p a r t  o f  t h e  PM a n d  t h e r e f o r e  c o n c l u s i o n s  a b o u t  t h e  m e t a b o l i s m  
o f  t h e  PM w i l l  a p p l y  t o  c a l l  s u r f a c e  c a r b o h y d r a t e  a I s o .
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T h e  m e t h o d s  m o s t  commonly a p p l i e d  t o  e x a m i n e  c e l l  
a d h e s i o n  h a v e  b e e n  m e a s u r e m e n t s  o f  e i t h e r  t h e  t e n a c i t y  of  
t h e  c e l l  i n  m a i n t a i n i n g  p r e v i o u s l y  e s t a b l i s h e d  c o n t a c t s  o r  
t h e i r  a b i l i t y  t o  f o r m  nevf a d h e s i o n s ,  Y f i th  r e g a r d  t o  t h e  
f o r m e r ,  a num be r  o f  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  u s i n g  f o r c e  
( h y d r o d y n a m i c ,  c e n t r i p e t a l ,  g r a v i t a t i o n a l ,  o r  m e c h a n i c a l )  t o  
d i s l o d g e  c e l l s  f r o m  c e l l - c e l l  o r  c e l l - s u b a t r a t e  a d h e s i o n s .
A l t h o u g h  b o t h  d e - a d h e s i o n  an d  t h e  f o r m a t i o n  o f  new 
c o n t a c t s  o c c u r  i ^  v i v o , s y s t e m s  u s i n g  d e - a d h e s i o n  h a v e  an 
i m p o r t a n t  a d v a n t a g e  o v e r  t h o s e  w h i c h  l o o k  a t  t h e  ^  n o v q  
f o r m a t i o n  o f  a d h e s i o n s .  The  l a t t e r  u s u a l l y  r e q u i r e s  m a n i p u l a t ­
i o n  o f  t h e  c e l l s  a n d ,  e s p e c i a l l y ,  d i s a g g r e g a t i o n  o f  c e l l s  by 
t e c h n i q u e s  w h i c h  may a f f e c t  r e a g g r e g a t i o n .  The  t e c h n i q u e s  o f  
d e - a d h e s i o n  d i f f e r  i n  t h a t  t h e y  m e a s u r e  t h e  s t r e n g t h  o f  
c o n t a c t s  f o r m e d  i n  v i v o ,  o r  a t  l e a s t  a f t e r  c e l l s  may h a v e  r e -  
c o v e r e d  f r o m  i n j u r y  i n  h a n d l i n g .  H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  g r e a t e r  
d i f f i c u l t i e s  i n v o l v e d  I n  i n t e r p r e t i n g  d e - a d h e s i o n .
A. D e - a d h e s i o n  s t u d i e s
1) e x p e r i m e n t a l  m e t h o d s
Goman ( 1 9 4 4 ,  1961)  a n d  B r o o k s  e t  a l  ( 1 9 6 7 )  h a v e  a t t e m p t e d  
t o  e s t i m a t e  t h e  f o r c e  o f  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  by m e a s u r i n g  
t h e /
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t h e  f o r c e  r e q u i r e d  t o  t e a s e  two a d h e r e n t  c e l l s  a p a r t  w i t h  
g l a s s  n e e d l e s .  W e i s s  ( 1 9 6 1 )  u s e d  a r a n g e  o f  e s t i m a t e d  s h e a r  
f o r c e s  t o  t e a r  c e l l s  f r o m  a g l a s s - s u b s t r a t e  a d h e s i o n  w h i l e  
B r o o k s  e t  a l  ( 1 9 6 7 )  u s e d  t h e  same s y s t e m  t o  s h e a r  c e l l s  f r o m  
a g g r e g a t e s  i n  s u s p e n s i o n .  O t h e r s  h s v e  s t u d i e d  c e l l  a d h e s i o n  
t o  g l a s s  by a l l o w i n g  p l a t e d  c e l l s  t o  b e  s u b j e c t e d  t o  known 
f o r c e s  d i r e c t e d  s o  a s  t o  p e a l  t h e m  f r o m  t h e i r  s u b s t r a t e  
( D e n  1 9 3 6 ,  1 9 4 7 ;  B e r v / i c k  a n d  Goman 1962;  E a s t y  e t  a l  1 9 6 0 ) ,
2 )  c r i t i c i s m s
i O e - a d h e s i o n  t e c h n i q u e s  h a v e  s e v e r a l  common d i s a d v a n t a g e s  
w h i c h  may make i t  d i f f i c u l t  t o  o b t a i n  a m e a n i n g f u l  m e a s u r e  
o f  c e l l u l a r  a d h e s i o n .  Much o f  t h e  f o r c e  u s e d  t o  b r e a k  c e l l  
c o n t a c t s ,  b o t h  e x p e r i m e n t a l l y  a n d  p h y s i o l o g i c a l l y  ( b y  c e l l  
l o c o m o t i o n ) ,  may go i n t o  o v e r c o m i n g  t h e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  
c e l l  t o  d e f o r m a t i o n .  I f  t h e  r e s i s t a n c e  t o  p u l l i n g  o r  p e e l i n g  
t h e  c e l l  i s  s u b s t a n t i a l  o r  i f  t h e  s t r e n g t h  o f  a d h e s i o n  i s  g r e a t e r  
t h a n  t h e  t e n s i l e  s t r e n g t h  o f  t h e  p l a s m a  membrane  t h e n  t h e  PM 
may r u p t u r e  a t  t h e  p o i n t  o f  c o n t a c t  ( W e i s s  a n d  Coombs 1 9 6 3 ,  
B r o o k s  e t  a l  1 9 6 7 ) .  M u i r  ( 1 9 6 7 )  f o u n d  t h a t  when  h e a r t  c a l l s  
s e p a r a t e d  f r o m  o n e  a n o t h e r ,  t h e y  d i s p l a y e d  a r e a s  w h e r e  e i t h e r  
t h e  PM h a d  b e e n  l o s t  o r  w h e r e  a p o r t i o n  o f  t h e  PM o f  a n o t h e r  
c e l l  r e m a i n e d  a t t a c h e d .  I n  t h e  l a t t e r  c a s e ,  t h e  two membran es  
f o r m e d /
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f o r m e d  a " t i g h t  j u n c t i o n "  a n d  i t  was  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  
a t t a c h e d  PM h a d  b e e n  p u l l e d  f r o m  a c e l l  l e a v i n g  t h e  o b s e r v e d  
g a p s .
A f u r t h e r  c r i t i c i s m  o f  some o f  t h e  s t u d i e s  w h e r e  a 
" f o r c e  o f  a d h e s i o n "  was m e a s u r e d  h as  b e e n  made by S t e i n b e r g  
( 1 9 6 4 ,  1970)  who a r g u e d  t h a t  o n l y  t h e  t o t a l  e n e r g y  i n v o l v e d  
i n  b r e a k i n g  a c e l l  c o n t a c t  was i m p o r t a n t .  The  m e a s u r e m e n t  
o f  t h e  e n e r g y  o f  a d h e s i o n  w o u ] d  r e q u i r e  i n t e g r a t i o n  o f  t h e  
f o r c e  o v e r  t h e  d i s t a n c e  i t  was a p p l i e d  r a t h e r  t h a n  o n l y  t h e  
maximum f o r c e  r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  d i s a g g r e g a t i o n .
B. A d h e s i o n  s y s t e m s
When c e l l s  i n  a p o p u l a t i o n  a r e  g i v e n  a n  o p p o r t u n i t y  
t o  c o n t a c t  e a c h  o t h e r ,  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  e n c o u n t e r  r e s u l t i n g  
i n  a d h e s i o n s  may b e  t a k e n  a s  a n  e x p r e s s i o n  o f  c e l l u l a r  
a d h e s i v e n e s s . Tv/o m a i n  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  u s e d  t o  b r i n g  
a b o u t  c e l l u l a r  c o n t a c t :  ( ! )  s u b s t r a t e  m e d i a t e d  s y s t e m s  
w h e r e  i n t e r c e l l u l a r  c o l l i s i o n s  a r e  c a u s e d  by f i b r o b l a s t i c  
o r  a m o e b o i d  l o c o m o t i o n  -  m i g r a t i o n  s y s t e m s , a n d  ( i i )  s u s p e n s i o n  
s y s t e m s  w h e r e  d i s p e r s i o n s  o f  s i n g l e  c e l l s  a r e  a g i t a t e d  t o  
i n d u c e  i n t e r c e l l u l a r  c o l l i s i o n s .  O e l l s  h a v e  a l s o  b e e n  
a g g r e g a t e d  by c e n t r i f u g i n g  t h e m  i n t o  a p e l l e t  ( T r i n k s u s  and  
L e n t z  1 9 6 4 ) .
1 ) /
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1 ) m i f y r a t i o n  s y s t e m
I n  t h i s  s y s t e m  s u s p e n s i o n s  o f  s i n g l e  c a l l s  a r e  p l a t e d  
o u t  o n t o  B s u r f a c e  ( e . g .  a p a t r i  d i s h ) .  The  n a t u r e  o f  t h e  
a d h e s i v e  i n t e r a c t i o n  d e v e l o p e d  b e t w e e n  c e l l s  f a c e d  w i t h  t h i s  
s i t u a t i o n  i ^  v i t r o  may b e  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  v i v o  s i n c e  
c e l l u l a r  c o n t a c t  i n t e r a c t i o n s  o c c u r r i n g  i n  m a t a z o a n  t i s s u e s  
d i s p l a y  a n a l o g o u s  c e l l - c e l l  an d  c e 11- s u b s t r a t a  r e l a t i o n s h i p s  
( A b e r c r o m b i e  1 9 6 6 ) .
The  b e s t  known e x a m p l e  o f  a n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  
m i g r a t i o n  s y s t e m  i s  t h a t  o f  t h e  c e l l u l a r  s l i m e  m o l d s .  R a p e r  
a nd  Thom ( 1 9 4 1 )  h a v e  d e s c r i b e d ^ h e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  a 
p o p u l a t i o n  f r o m  o ne  o f  d i s p e r s e d  amoeba t o  t h a t  o f  a m u l t i -  
c e l l u l a r  s l u g .  D u r i n g  t h e  d i s p e r s e d  s t a t e  c h a n c e  i n t e r c e l l u l a r  
c o n t a c t s  a r e  t r a n s i e n t  and  u n s t a b l e  a n d  a g g r e g a t i o n  i s  n o t  
d e t e c t a b l e .  H o w e v e r ,  a f t e r  e x h a u s t i o n  o f  t h e  f o o d  s u p p l y  
t h e  i n t e r c e l l u l a r  e n c o u n t e r s  o c c u r r i n g  a s  a r e s u l t  o f  
c h e m o t s x i s  r e s u l t  i n  s t a b l e  a d h e s i o n s  a n d  h e n c e  t h e  f o r m a t i o n  
o f  l a r g e  a g g r e g a t e s  o f  c e l l s .
A g g r e g a t i o n  r e s u l t i n g  f r o m  c e l l  l o c o m o t i o n  h as  b e e n  
o b s e r v e d  w i t h  n u m e r o u s  o t h e r  c e l l  t y p e s ,  i n c l u d i n g  s p o n g e  
c e l l s ,  w h i c h  a g g r e g a t e  t o  f o r m  c o m p l e t e  s p o n g e s ,  (Vf i l s  on 1 9 0 7 ) ,  
s p e c i e s  o f  s o i l  amoeba (B en d  a n d  Mohj. l o k  19 6 9 )  mammalian  
c e l l s /
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c e l l s  ( M o s k o w i t z  19 63 )  e n d  c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  (Moscone  
a n d  Moscona  1 9 5 2 ) .  W e i s s  end  T a y l o r  ( 1 9 6 0 )  a g g r e g a t e d  c e l l s  
on c h i c k  c h o r i o s  l i a n t o i c  m e m b ra n e .
The a g g r e g a t i o n  o f  t h e  c e l l s  i n t o  c l u m p s  on t h e  s u r f a c e  
o f  t h e  c u l t u r e  d i s h  i s  t h o u g h t  t o  b e  a m e a s u r e  o f  c e l l u l a r  
a b i l i t y  t o  f o r m  a d h e s i o n s  a n d  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  
" a d h e s i v e "  c e l l s  s h o u l d  p r e f e r  ( o r  b e  u n a b l e  t o  b r e a k )  m u t u a l  
a d h e s i o n s  s i n c e  t h e s e  s h o u l d  b e  s t r o n g e r  t h a n  c e l l - s u b s t r a t e  
a d h e s i o n s  (M os cona  a n d  Mo scona  1 9 5 2 ) .
T h r e e  i m p o r t a n t  a s s u m p t i o n s  m u s t  b e  s a t i s f i e d  by t h e  
l o c o m o t i o n  s y s t e m s  i f  v a l i d  c o n c l u s i o n s  a b o u t  c e l l  a d h e s i o n  
c a n  b e  d r a w n  f r o m  t h e i r  u s e .  The  f i r s t  i s  t h a t  t h e  c e l l s  
a r e  f r e e l y  m o t i l e  s o  t h a t  t h e  r a t e  o f  a g g r e g a t i o n  i s  a d i r e c t  
f u n c t i o n  o f  c e l l  a d h e s i v e n e s s .  Q a l t s o f f  ( 1 9 2 5 )  h a s  s u g g e s t e d  
t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  c e l l s  w h i c h  do  n o t  f o r m  a g g r e g a t e s , and  
a r e  t h e r e f o r e  j u d g e d  n o n - a d h e s i v e ,  may i n  f a c t  b e  r e l a t i v e l y  
n o n - m o t i l e .  Band  a nd  M o h r l o c k  ( 1 9 6 9 )  f o u n d  t h a t  amoeba on 
g l a s s  d i d  n o t  a g g r e g a t e  a t  lo w  t e m p e r a t u r e s  an d  t h e y  c o n c l u d e d  
t h a t  a d h e s i o n  was t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t .  H o w e v e r ,  I t  i s  more 
l i k e l y  t h a t  c e l l  l o c o m o t i o n  i s  t h e  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t  
f a c t o r .  I n  o t h e r  c a s e s ,  t h e  m o t i o n s  o f  some c e l l  t y p e s  may 
b e  g o v e r n e d  by t a x i s  a s  c a n  b e  s e e n  f o r  t h e  B i c t y o s t e l i u m  
s p e c i e s /
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s p e c i e s  ( B o n n e r  1 9 4 7 ) ,  T h e s e  c e l l s  a v o i d  one  a n o t h e r  by  
n e g a t i v e  c h e m o t a x i s  d u r i n g  t h e i r  v e g e t a t i v e  c y c l e  b u t  
d e v e l o p  p o s i t i v e  c h e m o t a x i s . b e f o r e  s l u g  f o r m a t i o n  ( G e r i s c h
1 9 6 8 ) ,  T he  d i r e c t i o n  o f  c e l l  l o c o m o t i o n  may a l s o  b e  
d e t e r m i n e d  by  t h e  s u r f a c e  s t r u c t u r e  o f  t h e  s u b s t r a t e ,  ( e . g .  
c o n t a c t  g u i d a n c e ,  Y fe i s s  1 9 3 4 ) ,  ( C u r t i s  a n d  V a r d a  1 9 6 4 ) ,  
A b e r c r o m b i e  and H e e ys m an  ( 1 9 5 7 )  h a v e  shown t h a t  i n t e r c e l l u l a r  
e n c o u n t e r s  may l e a d  t o  c h a n g e s  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  l o c o m o t i o n  
a n d  t h e y  h s v e  t e r m e d  t h i s  phe nom eno n  c o n t a c t  i n h i b i t i o n  o f  
l o c o m o t i o n .  T h e r e f o r e  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  o t h e r  f a c t o r s  
( i n c l u d i n g  p o s s i b l y  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s u b s t r a t e ,  t h e  
p h y s i o l o g y  o f  t h e  c e l l ,  t a x i s ,  a n d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  l o c o ­
m o t i o n  t o  c e l l  c o n t a c t  a n d  t e m p e r a t u r e )  may d e t e r m i n e  t h e  
f r e q u e n c y  o f  i n t e r c e l l u l a r  c o n t a c t  and  t h u s  t h e  a p p a r e n t  
a d h e s i v e n e s s  o f  t h e  c e l l s .
A s e c o n d  a s s u m p t i o n  i s  t h a t  " a d h e s i v e ®  c e l l s  w i l l  b e  
t r a p p e d  i n t o  a g g r e g a t e s  b e c a u s e  t h e y  p r e f e r  c e l l - c e l l  c o n t a c t s  
r a t h e r  t h a n  t h o s e  o f  c e l l - s u b s t r a t e .  H o w e v e r ,  i n  c u l t u r e s  o f  
f i b r o b l a s t s ,  t h e  d e g r e e  o f  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  c e l T s  may be  
e x p l e i  n e d  on t h e  b a s i s  o f  t h e  c e l l u l a r  c o n t r o l  o f  l o c o m o t i o n ,  
i . e .  c o n t a c t  i n h i b i t i o n  o f  l o c o m o t i o n  ( A b e r c r o m b i e  a n d  Ambrose
1 9 6 2 ) ,  o r  r a t h e r  c o n t a c t  c o n t r o l  o f  m ov e m e n t .  I n  c e l l  
m o n o l a y e r s /
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m o n o l a y e r s  one  f i b r o b l a s t  e n c o u n t e r i n g  a n o t h e r  i s  i n h i b i t e d  
f r o m  a p p r o a c h i n g  f u r t h e r  o n c e  c o n t a c t  i s  m a d e .  The  c e l l s  a r e  
a b l e  t o  move away f r o m  o n e  a n o t h e r  i n  any  d i r e c t i o n  w h e r e  
i n t e r c e l l u l a r  c o n t a c t  i s  l a c k i n g  ( A b e r c r o m b i e  and^ leaysman 1 9 6 6 ) .  
C e l l s  w h i c h  a r e  n o t  c o n t a c t  i n h i b i t e d  w i l l  n o t  a v o i d  moving  
o v e r  o r  u n d e r  o t h e r  c e l l s .  C o n v e r s e l y ,  c e l l s  i n  a s s o c i a t i o n  
may n o t  move sway  f r o m  one  a n o t h e r  s i n c e  movement  n o t  
i n v o l v i n g  c e l l - c e l l  c o n t a c t  may b e  i n h i b i t e d  ( e . g .  c o n t a c t  
p r o m o t i o n , C u r t i s  1 9 6 7 ) .
A f i n a l  a s s u m p t i o n  i s  t h a t  s t r o n g  c e l l  a d h e s i o n  on a 
s u b s t r a t e  e x p r e s s e s  i t s e l f  by a g g r e g a t i o n  o f  c e l l s  i n t o  a 
t h r e e - d i m e n s i o n a l  c l u m p .  As m e n t i o n e d  a b o v e ,  t h e  d e g r e e  o f  
o v e r l a p p i n g  o f  c e l l s  may b e  a f u n c t i o n  o f  t h e  c o n t r o l  o f  
l o c o m o t i o n  r a t h e r  t h a n  s i m p l y  c e l l  a d h e s i o n .  T h e  e x a m p l e  
o f  e p i t h e l i a  may show t h a t  t h e s e  c e l l s ,  y / h i c h  a r e  a d h e s i v e  t o  
one  a n o t h e r  a nd  w h i c h  a g g r e g a t e  on g l a s s  a n d  j^n v i v o  do n o t  
p i l e  up b u t  d i s p l a y  s t r o n g  c o n t a c t  i n h i b i t i o n  a n d  r e m a i n  as  a 
m o n o l a y e r .  M i d d l e t o n  ( 1 9 6 9 )  f o u n d  t h a t  t h e  c e l l s  on  t h e  
p e r i p h e r y  o f  a g g r e g a t e s  w e r e  u n a b l e  t o  b r e a k  avmy e v e n  t h r o u g h  
t h e i r  own l o c o m o t i o n  s e v e r e l y  s t r a i n e d  t h e i r  i n t e r c e l l u l a r  
c o n t a c t s .  N e v e r t h e l e s s ,  he  f o u n d  v i r t u a l l y  no  o v e r l a p p i n g .
) /
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2) s u s p e n s i o n  s y s t e m s
a)  t h e o r e t i c a l  m o d e l s  o f  p a r t i e l e i n t e r a c t i o n s
Two p a r t i c l e s ,  s u c h  a s  c e l l s ,  i n  s u s p e n s i o n ,  may 
a p p r o a c h  one  a n o t h e r  by  t h e  e f f e c t s  o f  ( i )  B r o w n i a n  m o t i o n ,
( i i )  h y d r o d y n a m i c  s h e a r  o r  ( i l l )  m u t u a l  a t t r a c t i v e  f o r c e .
The m os t  t h o r o u g h l y  i n v e s t i g a t e d  s i t u a t i o n s  h a v e  b e a n  t h o s e  
o f  l y o p h o b i c  c o l l o i d s  w h e r e  B r o w n i a n  m o t i o n  i s  r e s p o n s i b l e  
f o r  i n t e r p a r t i c l e  c o l l i s i o n s  ( i . e .  p e r i k l n e t l c  f l o c c u l a t i o n ) .  
O v e r b e e k  ( 1 9 5 2 )  h a s  r e v i e v r e d  b o t h  c a s e s  o f  p e r i k l n e t l c  
f l o c c u l a t i o n  w h o s e  q u a n t i t a t i v e  t r e a t m e n t  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  
by Von S m o l u c h o w s k i  ( f a s t  c o a g u l a t i o n )  a n d  b y  F u c h s  ( s lo v f  
c o a g u l a t i o n ) . I n  b o t h  s i t u a t i o n s ,  t h e  r a t e  o f  a g g r e g a t i o n  
o f  t h e  p a r t i c l e s  i s  a d i r e c t  m e a s u r e  o f  t h e i r  a d h e s i v e n e s s  
( O v e r b e e k  1 9 5 2 ) ,
W i t h  p a r t i c l e s  t h e  s i z e  o f  a n i m a l  c e l l s , f ew c o l l i s i o n s  
w o u l d  r e s u l t  f r o m  B r o w n i a n  m o t i o n  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  o c c u r r i n g  
i f  t h e  s u s p e n s i o n  was a g i t a t e d  ( T u o r i l s  1 9 2 7 ,  C u r t i s  1 9 6 9 ) ,
I n  o r d e r  t  o a c c o u n t  f o r  t h e  e f f e c t  o f  s h e a r  on t h e  p a r t i c l e  
c o l l i s i o n  r a t e ,  Von S m o l u c h o w s k i  h a s  d e v e l o p e d  a new r e l a t i o n -  . 
s h i p  w h e r e  t h e  c o l l i s i o n  r a t e  ( b )  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  
t o  t h e  s h e a r  r a t a ;
^1.5 "  V o  n .  (rj^ f  ( g q . l )
w h e r e  G l a  t h e  s h e a r  r a t e ,  
n /
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n t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p a r t i c l e s  i  a n d  j ,  a n d  
r  t h e  r a d i u s  o f  t h e  p a r t i c l e s .
C o l l i s i o n s  m e d i a t e d  by s h e a r  may b e  t h o u g h t  o f  a s  o c c u r r i n g
when a c e l l  moving,  i n  a s l i p s t r e a m  i s  o v e r t a k e n  by a n o t h e r
c e l l  i n  a s l i g h t l y  f a s t e r  s l i p s t r e a m .  As t h e  d i s t a n c e  o f  t h e i r
s e p a r a t i o n  a p p r o a c h e s  a s m a l l  v a l v e ,  a t  som.e a n g l e  o f  c o n t a c t ,
t h e i r  s u b s e q u e n t  b e h a v i o u r  may b e  i n c r e a s i n g l y  g o v e r n e d  by
t h e  a t t r a c t i v e  a n d  r e p u l s i v e  f o r c e s  b e t w e e n  t h e i r  s u r f a c e s .
Even i f  t h e  c e l l s  a r e  a t t r a c t i v e  t h e  f o r c e  o f  s h e a r  o r  o f
B r o w n i a n  m o t i o n  may b r e a k  a c o n t a c t  o n c e  i t  i s  f o r m e d .
C u r t i s  a n d  H o c k i n g  ( 1 9 7 0  d e v e l o p e d  a  t r e a t m e n t  f o r
t h e  a g g r e g a t i o n  o f  l y o p h o b i c  c o l l o i d s  i n  an o r t h o k i n e t i c
( e . g .  s h e a r )  s y s t e m . b a s e d  on S w i f t  a n d  F r i e d l a n d e r s  ( 1 9 6 4 )
i n t e g r a t i o n  o f  Von S m o l u c h o w s k i ' s c o l l i s i o n  r a t e  r e l a t i o n s h i p
(-jeq-. 1)  f o r  d i f f e r e n t  p a r t i c l e  s i z e s .  By m e a s u r i n g  t h e
t o t a l  p a r t i c l e  c o n c e n t r â t i o n ,
ln (^U t ^ 0  S t  K ( eq. 8)
w h e r e  i s  t h e  t o t a l  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n  a t  t i m e
t  (0  o r  t  ) ,
0  t h e  v o l u m e  f r a c t i o n  o f  t h e  s u s p e n d e d  p a r t i c l e s ,
K t h e  s h e a r  r a t e ,  a n d
E t h e  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y  
T h e /
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The s h e a r  i n  t h e  s y s t e m  i s  l a m i n a r ,  b e i n g  p r o d u c e d  
by t h e  u s e  o f  t h e  c o u e t t e  v i s c o m e t e r  ( w h i c h  i s  d e s c r i b e d  
l a t e r ) .  P a r t i c l e  a d h e s i o n  i s  m e a s u r e d  a s  t h e  c o l l i s i o n  
e f f i c i e n c y  o f  a g g r e g a t i o n  ( E) . I f  c e r t a i n  a s s u m p t i o n s  a r e  
made a b o u t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p a r t i c l e  i n t e r a c t i o n ,  t h e n  E may 
b e  a d i r e c t  m e a s u r e  o f  t h e  e n e r g y  o f  t h e  a d h e s i o n  ( C u r t i s
1969) . ,
Soma m e t h o d s  o f  m e a s u r i n g  c e l l u l a r  a d h e s i o n  a s  a 
f u n c t i o n  o f  t h e  c a p a b i l i t y  o f  t h e  c e l l  t o  f o r m  ( s t a b l e )  
c o n t a c t s  may m e a s u r e  a n  a d h e s i o n  d i f f e r e n t  o r  p e r h a p s  i n ­
s i g n i f i c a n t  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  t h e  f i n a l  s t a t e  o f  t h e  
c o n t a c t .  Two p o s s i b l e  p h e n o m e n a ,  among o t h e r s ,  may o p e r a t e  
t o  a l t e r  c e l l  a d h e s i o n  a f t e r  c o n t a c t  i s  e s t a b l i s h e d :
1) S t e i n b e r g  ( 1 9 7 0 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  e n e r g y  a p p l i e d  
t o  b r i n g  t w o  c e l l s  t o g e t h e r  may go i n t o  p r o d u c i n g  a h i g h  
e n e r g y  s t a t e  ( a c t i v a t i o n  e n e r g y )  w h i c h  i s  n e c e s s a i - y  b e f o r e  
c e l l  a d h e s i o n  ( a t  a l o w e r  e n e r g y )  c a n  r e s u l t .  T h i s  e x a m p l e  
I s  a n a l o g o u s  w i t h  a n  e n d o t h e r m i e  r e a c t i o n .  T h e r e f o r e  on & 
f i r s t  a s s u m p t i o n ,  t h e  e n e r g y  # . i c h  may be  m e a s u r e d  a n d  
t h o u g h t  t o  b e  o f  c e l l  a d h e s i o n  may i n  f a c t  be  t h a t  o f  t h e  
" a c t i v a t i o n  e n e r g y " .
2 )  The  n a t u r e  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  a n d  p e r h a p s  t h a t  o f  t h e  
a d h e s i o n ,  may a l t e r  a f t e r  c o n t a c t .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  
p e r m e a b i l i t y /
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p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  PM i n c r e s s e s  a f t e r  t h e  f o r m a t i o n  o f  
a d h e s i v e  c o n t a c t  d u r i n g  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  low r e s i s t a n c e  
i n t e r c e l l u l s r  p a t h w a y s  ( L o e w e n s t e i n  1 9 6 8 ) ,  I n  r e s p o n s e ,  t h e  
n a t u r e  o f  t h e  a d h e s i v e  i n t e r a c t i o n  a t  t h a t  p o i n t  may a l s o  
a l t e r  a s  a f u n c t i o n  o f  t h e  new c o l l  s u r f a c e  s t r u c t u r e .
b )  s h e a r  s y s t e m s
S e v e r a l  m e t h o d s  o f  a g i t a t i o n  h a v e  b e e n  u s e d  i n  o r d e r  
t o  i n d u c e  c o l l i s i o n s  b e t w e e n  c e l l s  i n  s u s p e n s i o n .
The  c o u e t t e  v i s c o m e t e r ,  d e s c r i b e d  by C u r t i s  ( 1 9 6 9 ,
1 9 7 0 ) ,  i s  u n i q u e  among t h e s e  i n  t h a t  t h e  v a l u e  o f  s h e a r  i s  
known a n d  c o n s t a n t  t h r o u g h o u t  t h e  s u s p e n s i o n .  T h e  c e l l  
s u s p e n s i o n  i s  i n t r o d u c e d  i n t o  a n a r r o w  s p a c e  b e t w e e n  two  
v e r t i c a l ,  c o n c e n t r i c  c y l i n d e r s  a n d  u p o n  r o t a t i o n  o f  one  
c y l i n d e r  a b o u t  t h e  o t h e r ,  l a m i n a r  s h e a r  i s  d e v e l o p e d .  The 
d a n g e r  o f  c e l l  s e t t l i n g  i s  r e m e d i e d  by  t h e  u s e  o f  h i g h  
v i s c o s i t y  m e d i a .
S e v e r a l  w o r k e r s  h s v e  u s e d  a s y s t e m  w h e r e  t h e  c e l l  
s u s p e n s i o n  i s  r a p i d l y  m i x e d  by a s t i r r e r  r e v o l v i n g  a t  s e v e r a l  
h u n d r e d  r . p .m .  i n  c u v e t t e s  o r  t e s t  t u b e s .  T h e  s y s t e m  h a s  
be e n  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  p l a t e l e t s  ( B o r n  1 9 6 2 ) ,  
c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  ( J o n e s ,  1 9 6 6 ,  Kemp e t  a l  19 67)  a n d  
s l i m e  m o ld  c e l l s  ( B o r n  an d  Q a r r o d  1 9 6 8 ) ,
S l i m e /
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S l i m e  m o ld  c e l l s  h e v e  b e e n  A g g r e g a t e d  by p i e c i n g  t h e  
s u s p e n s i o n  i n  a r o l l i n g  t e s t  t u b e  ( o e r i s c h  I 9 6 0 ) .  The  a d h e s i o n  
o f  a v a r i e t y  o f  c e l l  t y p e s  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  by t h e  u s e  o f  
g y r a t o r y  s h a k i n g  w h i c h  was a p p l i e d  t o  c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  
by  Moscona  ( 1 9 6 1 ) ,  G a r b e r  ( 1 9 6 3 ) ,  R o t h  a n d  Y /e s ton  ( 1 9 6 7 )  an d  
O r r  and  R os em a n  ( 1 9 6 9 ) ,  M e  a n d  A g e r b a k  ( 1 9 6 8 )  s t u d i e d  t h e  
a g g r e g a t i o n  o f  n o r m a l  a n d  m u t a n t  ( t a l p i d )  c h i c k  e m b r y o n i c  
c e l l s  by t h i s  m e t h o d .  T he  a g g r e g a t i o n  o f  s p o n g e  c a l l s  by  
g y r a t o r y  s h a k i n g  h a s  b e e n  s t u d i e d  by Hum phr ey s  ( 1 9 6 3 ) .
R e c i p r o c a t i n g  m o t i o n  h a s  b e e n  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  
a g g r e g a t i o n  o f  c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  ( C u r t i s  a n d  G r e a v e s  
1 9 6 5 ,  R o t h  a n d  W e s t o n  196 7)  a n d  BH K-2 1/ C- 13  c e l l s  ( E d w a rd s  
a n d  C a m p b e l l  1 9 7 1 s )  a n d  t r a n s f o r m e d  C-13  c e l l s  ( Edwards  e n d  
C a m p b e l l  1 9 7 1 b ) .
c )  c r i t i c i s m s  o f  t h e  m e t h o d s
Two s e r i o u s  d i s a d v a n t a g e s  o f  t h e  g y r a t o r y  s h a k e r  
s y s t e m  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  by  R o t h  a n d  W e s t o n  ( 1 9 6 7 )  and  C u r t i s  
( 1 9 7 0 c )  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  a d h e s i o n  b y  t h i s  
m e t h o d .  The  r o t a r y  m o t i o n  o f  t h e  f l a s k  s e t s  u p  a v e l o c i t y  
g r a d i e n t  i n  t h e  s u s p e n s i o n  w i t h  a minimum a t  t h e  v e s s a i e s  
c e n t e r .  T h i s  p r o d u c e s  v a r i a b l e  s h e a r  i n  t h e  s u s p e n s i o n  an d  
w i l l  t e n d  t o  s e g r e g a t e  c e l l s  and a g g r e g a t e s  o f  d i f f e r e n t  s i z e s  
i n t o  d i f f e r e n t  a r e a s  i n  t h e  f l a s k .  T h e r e f o r e  t h e  c o l l i s i o n  
r a t e /
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r a t e  w i l l  b e  & f u n c t i o n  o f  l o c a l  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  
t h e  r a t e  o f  a g g r e g a t i o n  w i l l  n o t  b e  a d i r e c t  m e a s u r e  o f  
c e l l u l a r  a d h e s i o n .
T h e  a g g r e g a t i o n  r a t e  i s  more  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  
t h e  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y  i n  t h e  r e c i p r o c a t i n g  o r  c o u e t t e  
s y s t e m .  P a r t i c l e s  o f  a l l  s i z e s  a r e  more  l i k e l y  t o  be  
d i s t r i b u t e d  e v e n l y  i n  t h e  c e l  "I s u s p e n s i o n .  H o w e v e r ,  v a r i a b l e  
s h e a r  i s  a l s o  a f e a t u r e  o f  t h e  r e c i p r o c a t i n g  s y s t e m .  The 
r a t e  o f  c o l l i s i o n  ( b )  i s  a f u n c t i o n  o f  t h e  s h e a r  r a t e ,  o r  
r a t h e r  t h e  a v e r a g e  s h e a r  r a t e ;  w h e r e a s  t h e  d e g r a d s t i v e  e f f e c t s  
o f  s h e a r  on a g g r e g a t e s  ( i n c r e a s i n g  a s  t h e  s q u a r e  o f  t h e i r  
d i a m e t e r )  w i l l  b e  a f u n c t i o n  o f  t h e  m a x i m a l  v a l u e  o f  s h e e r  
i n  t h e  s y s t e m  ( C u r t i s  1 9 7 0 a ) .
3 )  a s s e s s m e n t  o f  c e l l  a a g r é g a t i o n  i n  s u s p e n s i o n  s y s t ems
The  d e g r e e  o f  a g g r e g a t i o n  h a s  b e e n  m e a s u r e d  by s i m p l e  
q u a l i t a t i v e  m i c r o s c o p y  o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  (Moscona  1 9 6 1 ,  
Humphrey s  1 9 6 3 ,  G i n g e l l  a n d  Q a r r o d  1 9 6 9 ) .  R i g o r o u s  
q u a n t i t a t i o n  o f  a g g r e g a t i o n  was  i n t r o d u c e d  by  C u r t i s  a n d  
G r e a v e s  ( 1 9 6 5 )  u s i n g  h a m o c y t o ^ d m a t r y  w h i c h  a l l o w e d  t h e  
d l s t r i b u t i o n  o f  c e l l s  i n  a g g r e g a t e s  a n d  t h e  k i n e t i c s  o f  
a g g r e g a t i o n  t o  b e  m e a s u r e d .  S t e i n b e r g  a n d  G r a n g e r  ( 1 9 6 6 )  
f i l t e r e d  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  o n t o  m i c r o p o r e  f i l t e r s  a f t e r  
v a r i o u s  /
v a r i o u s  i n c u b a t i o n  t i m e s  a nd  c o u n t e d  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  c e l l s  
i n  s t a i n e d  a g g r e g a t e s .  Roth,  and  w e s t  on ( 1 9 6 7 )  m e a s u r e d  
a d h e s i o n  by c o u n t i n g  t h e  nu mb er  o f  i s o t o p i c e l l y  l a b e l l e d  c e l l s  
c o l l e c t e d  by  u n l a b e l l e d  a g g r e g a t e s  u s i n g  a u t o r a d i o g r a p h y  o f  
t h e  a g g r e g a t e  s e c t i o n s .
C o n t i n u o u s  r e c o r d i n g  t u r b i d i m e t r y  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  
m e a s u r e  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  p l a t e l e t s  ( B o r n  1 9 6 2 ) ,  s l i m e  m o ld
c e l l s  ( B o r n  and  G a r r o d  1 9 6 8 ) ,  end  c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  (Kemp
e t  a l  1 9 6 7 ) .  T h i s  m e th o d  em p lo y s  t h e  r a p i d  s t i r r i n g  o f  t h e  
c e l l  s u s p e n s i o n  i n  a c u v e t t e ,  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y ,  a n d  
r e c o r d s  c h a n g e s  i n  a g g r e g a t i o n  as  v a r i a t i o n s  i n  t h e  o p t i c a l  
d e n s i t y  o f  t h e  s u s p e n s i o n .  Kemp ( 1 9 7 0 )  h a s  shown t h a t  t h e r e  
i s  B d i s p a r i t y  b e t y / e e n  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  m e a s u r e m e n t  of  
a g g r e g a t i o n  o f  c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  by t u r b i d i m e t r y  w i t h  t h a t  
o f  h e m o c y t o m e t r y  w h i c h  i s  a m or e  d i r e c t  m e t h o d .  T u r b i d i m e t r y  
seems  i n s e n s i t i v e  t o  t h e  i n i t i a l  p h a s e  o f  c l u s t e r  f o r m a t i o n  
a nd  c a n n o t  e a s i l y  be  r e l a t e d  t o  t h e  n u m b e r  o f  a d h e s i o n s  f o r m e d .
E l e c t r o n i c  p a r t i c l e  c o u n t e r s  ( C o u l t e r  c o u n t e r s )  h a v e  
b e e n  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  
( B a l l  1 9 6 6 ,  O r r  e n d  Ros eman  1 9 6 9 ) ,  t e r a t o m a  c e l l s  ( O p p e n h e i m e r
0 -b a l  1 9 6 9 )  a nd  B H K - S l / C - 1 3  c e l l s  ( B i w s r d s  a n d  C a m p b e l l  1 9 7 1 ) .
T h i s  t e c h n i q u e  o f f e r s  a p a r t i c u l a r  a d v a n t a g e  o v e r  t h e  o t h e r  
c o u n t I n g /
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c o u n t i n g  m e t h o d s  u s e d  i n  t h s t  t h e  e r r o r  i n h e r e n t  i n  c o u n t i n g  
8 s m a l l  p o p u l a t i o n  s a m p l e  i s  é l i m i n é t e d  e n d  t h e  c o e f f i c i e n t  
o f  v e r i s t i o n  a p p r o a c h e s  a v a l u e  o f  B f o  w h e r e a s  i n  p r a c t i s e  t h e  
l i m i t e d  s i z e  o f  t h e  c e l l  s a m p l e  c o u n t e d  by  h e m o c y t o m e t r y  a l o n e  
p r o d u c e s  an  e r r o r  a b o u t  5 - f o l d  g r e a t e r  ( M i a l e  1 9 6 2 ) .
4 )  c r i t e r i a  o f  a d h e s i v e n e s s  i n  s u s _ p a n s i o n  s y s t e m s
a)  a g g r e p ; 8 t i o n  r a t e
The  r a t e  o f  a g g r e g a t i o n  ( o r ,  more  p r e c i s e l y ,  t h e  
c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y )  o f  c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  i s  s d i r e c t  
m e a s u r e  o f  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i v e n e s s .  H o w e v e r , i t  i s  p o s s i b l e  
t h a t  t h e  c e l l u l a r  a g g r e g a t i o n  m e a s u r e d  i n  s u s p e n s i o n  d o e s  n o t  
a c c u r a t e l y  r e f l e c t  t h e  a d h e s i v e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  c e l l  v i v o  
o r  i n  c u l t u r e .
C u r t i s  a n d  G r e a v e s  ( 1 9 6 5 )  e x a m i n e d  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  
c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  by h e m o c y t o m e t r y , c o u n t i n g  t h e  c h a n g e s  
i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  s i n g l e  c e l l s  a n d  a g g r e g a t e s  o f  d i f f e r e n t  
s i z e s  a s  a g g r e g a t i o n  p r o g r e s s e d .  The  c u r v e  o f  s i n g l e  c e l l  
o r  a g g r e g a t e  d e n s i t y  w i t h  t i m e  was f i t t e d  a g a i n s t  t h a t  f o r  
f a s t ,  p e r i k i n a t i c  f l o c c u l a t i o n  d e v e l o p e d  by  Von S m o l u c h o w s k i  
( s e e  O v e r b e e k  19 52)  f r o m  w h i c h  t h e  r a t e  o f  t h e  a g g r e g a t i o n  
c o u l d  b e  d e r i v e d .  The m e a s u r e m e n t  o f  a g g r e g a t i o n  was c a r r i e d  
o u t  by c l o s e l y  f o l l o w i n g  t h e  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n  d u r i n g  t h e  
e a r l y  p h a s e  o f  a g g r e g a t i o n  d u r i n g  w h i c h  t i m e  m o s t  o f  t h e  
a d h e s i o n s /
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a d h e s i o n s  h a d  f o r m e d .  I n  a d d i t i o n ,  o n l y  s i m p l e  g l u c o s e -  
b e l e n c e d  s a l t s  medium was u s e d .  T h e s e  c o n d i t i o n s  a r e  p r e s u m a b l y  
n o t  l i k e l y  t o  o f f e r  c e l l s  t h e  o p p o r t u n i t y  t o  a l t e r  t h e i r  
s u r f a c e  by  m e t a b o l i s m .  Thus t h e  " a d h e s i v e n e s s "  o f  t h e  c e l l s  
a t  e a r l y  t i m e s  s h o u l d  r e m a i n  u n c h a n g e d  d u r i n g  a g g r e g a t i o n  and  
t h e  a g g r e g a t i o n  r a t e  s h o u l d  b e  a f u n c t i o n  o f  o n l y  t h r e e  
p a r a m e t e r s ,  i . e .  t h e  c o l l i s i o n  r a t e ,  t h e  p a r t i c l e  v o l u m e  
f r a c t i o n ,  a n d  t h e  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y ,
b )  f i n a l  e x t e n t  o f  a g ^ r e ^ s t i o n
O t h e r  s t u d i e s  h a v e  e x p r e s s e d  a g g r e g a t i o n  a s  © d i r e c t  
r e l a t i o n  o f  t h e  r e l a t i v e  s i z e  o f  t h e  a g g r e g a t e s .  Moscona  
( 1 9 6 5 )  h a s  c l a i m e d  t h a t  c e l l s  i n  s u s p e n s i o n s  w h i c h  y i e l d  o n l y  
s m a l l  a g g r e g a t e s  s h o u l d  b e  t h o u g h t  o f  a s  b e i n g  n o n - a d h e s i v e .  
A g g r e g a t e  s i z e  a s  t h e  p r i m e  c r i t e r i o n  o f  a g g r e g a t i o n  © b i l i t y  
h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  m e a s u r e  a d h e s i o n  o f  c h i c k  embryo c e l l s  
(M oscona  1 9 6 1 ,  Q a r b e r  1 9 6 3 ,  Kemp 1 9 6 8 ,  R i c h m o n d  e t  a l  1 9 6 8 ,  
e n d  G l a e s e r  a t  a l  19 68 )  an d  o f  s p o n g e  c e l l s  (Humphreys  1 9 6 3 ) .  
H o w e v e r , E i e  a n d  A g e r b a k  ( 1 9 6 3 )  c l a i m e d  t h a t  c e l l  " a d h e s i v e ­
n e s s "  was i n v e r s e l y  r e l a t e d  t o  f i n a l  a g g r e g a t e  s i z e .  The 
u s e  o f  a g g r e g a t e  s i z e  a s  a c r i t e r i o n  o f  a d h e s i o n  has  b e e n  
c r i t i c i s e d  by  C u r t i s  a n d  G r e a v e s  ( 1 9 6 5 )  and  L i l i a n  ( 1 9 6 9 )  
who s u g g e s t e d  t h a t  o t h e r  f a c t o r s  may be i m p o r t a n t  i n  
d a t e  m i n i n g  /
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d e t e r m i n i n g  t h e  s i z e  o f  c e l l  s g g r e g s t e s .
c)  f a c t o r s  a f f e c t i n g  r a t e  and  e x t e n t
( i )  The  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a d h e s i v e  c e l l  
s u r f a c e  b e t w e e n  c e l l s  i n  t h e  p o p u l a t i o n  may b e  o f  p r i m e  
i m p o r t a n c e  i n  r e g a r d  t o  t h e  r a t e  end e x t e n t  o f  a g g r e g a t i o n .  
S i n g l e  c e l l  s u s p e n s i o n s  f r o m  any  a n i m a l  t i s s u e  w l 11 be  co m pos ed  
o f  s e v e r a l  c e l l  t y p e s .  Even  w i t h  c u l t u r e d  o r  c l o n e d  c e l l s  a 
p r o p o r t i o n  o f  t h e  p o p u l a t i o n  may d i s p l a y  d i f f e r e n t  a d h e s i v e  
b e h a v i o u r  ( e . g .  m i t o t i c  c e l l s ,  T o b ey  e t  a l  1 9 6 7 ) .  The  
d e m o n s t r a t i o n  o f  t y p e  s p e c i f i c  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  ( R o t h  
a n d  W e s t o n  1967)  may i n d i c a t e  t h a t  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  
r e s u l t s  o f  a g g r e g a t i o n  o f  i m p u r e  c a l l  p o p u l a t i o n s  may b e  
d i f f i c u l t .  ( S e e  s e c t i o n  on M e c h a n i s m s  o f  A d h e s i o n  l a t e r ) .
( i i )  S e c o n d l y ,  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a d h e s i v e  
c e l l  s u r f a c e  on i n d i v i d u a l  c e l l s  w i l l  a f f e c t  b o t h  t h e  r a t e  
a n d ,  p o s s i b l y ,  t h e  e x t e n t  o f  a g g r e g a t i o n .  I t  h a s  b e e n  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a d h e s i v e  b e h a v i o u r  o f  two  c e l l  t y p e s  l a  a 
f u n c t i o n  o f  t h e  n o n - r a n d o m  d i s t r i b u t i o n  o f  a d h e s i v e  a r e a
on t h e i r  s u r f a c e s :  s l i m e  m o ld  c a l l s  ( G e r i s c h  1963 )  a n d  
BHK21/C-13 c e l l s  ( M w a r d s  a n d  C a m p b e l l ,  1 9 7 1 a ,  s e e  l a t e r ) .
I t  h a s  b e e n  sho wn by t h e s e  w o r k e r s  t h a t  t h e  a d h e s i v e  beha v i ou r*  
o f  t h e s e  c e l l s  d e v i a t e s  f r o m  t h a t  e x p e c t e d  o f  c e l l s  w h e r e  a l l  
a r e a s /
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a r e a s  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  a r e  e q u a l l y  " s t i c k y " .
We may t h i n k  o f  a h y p o t h e t i c a l  s i t u a t i o n  w h e r e  e a c h  c e l l  
h a s  o n l y  o n e ,  s m a l l  p a t c h  o f  a d h e s i v e  s u r f a c e .  I f  one  p a t c h  
c a n  s t i c k  o n l y  t o  a n o t h e r  t h e  r a t e  o f  a g g r e g a t i o n  w i l l  b e  a 
f u n c t i o n  o f  t h e  " a d h e s i v e n e s s "  o f  t h e  p a t c h e s ,  t h e  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  p a t c h e s  a nd  t h e  c o l l i s i o n  r a t e  o f  p a t c h e s .  
A g g r e g a t i o n  w i l l  s t o p  when e a c h  p a t c h  i s  i n v o l v e d  I n  a n  
a d h e s i o n .  A t  t h i s  s t a g e ,  t h e  t o t a l  p a r t i c l e  c o u n t  w i l l  h a v e  
d e c r e a s e d  by  h a l f  ( a n d  w i l l  r e m a i n  s t a b l e ) ,  and  e a c h  c l u s t e r  
w i l l  c o n t a i n  tw o  c e l l s .  As t h e  s i z e  o r  n u m b e r  o f  p a t c h e s  
i n c r e a s e s ,  t h e  a g g r e g a t i o n  r a t e  w i l l  I n c r e a s e  a n d  t h e  e x t e n t  
o f  a g g r e g a t i o n  w i l l  a p p r o a c h  t h e  c o m p l e t e n e s s  e x p e c t e d  o f  
c e l l s  w i t h  u n i f o r m l y  a d h e s i v e  s u r f a c e s .
( i i i )  C u r t i s  ( 1 9 7 0 e )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  i f  t h e  e n e r g y  o f  
i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  i s  s i m i l a r  t o  t h e  e n e r g y  o f  t h e  s h e a r  
i n  t h e  s u s p e n s i o n  t h e n  t h e  l a r g e r  a g p ^ r e g a t e s  may b e  d e g r a d e d  
i n  s i z e .  The  e f f e c t  o f  t h e  s h e a r  f o r c e  w i l l  i n c r e a s e  a s  t h e  
s q u a r e  o f  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  a g g r e g a t e .  T h e r e f o r e ,  t h e  e x t e n t  
o f  a g g r e g a t e  s i z e  may b e  l i m i t e d  by s h e a r  i f  t h e  f o r c e  I s  
l a r g e  e n o u g h .  I n  t h i s  c a s e,  t h e  f i n a l  s i z e  o f  t h e  c l u s t e r s  
may r e f l e c t  t h e  e n e r g y  o f  a d h e s i o n  ( C u r t i s  1 9 6 9 ) .  H o w e v e r ,  
t h e  e x i s t e n c e  o f  an  e q u i l i b r i u m  a s  s u c h  m u s t  b e  d e m o n s t r a t e d  
i f /
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i f  s g a : r Q g a t 0  s i z e  i s  t o  b e  u s e d  i n  t h i s  w a y .  T h i s  h a s  
n o t  b e a n  d o n e  i n  e x p e r i m e n t s  p u b l i s h e d  so  f a r .
d )  a g g r e p r s t e  s h a p e
Bde a n d  A g e r b a k  ( 1 9 6 9 )  h a v e  j u d g e d  c e l l u l a r  a d h e s i o n  by 
t h e  s h a p e  of  t h e  a g g r e g a t e .  C e l l s  f r o m  n o r m a l  c h i c k  embryo  
l i m b  bu d  f o r m  s m o o t h ,  r o u n d e d  c l u s t e r s  when a g g r e g a t e d .
H o w e v e r ,  s u s p e n s i o n s  o f  t a l p i d  m u t a n t  c h i c k  embryo  l i m b  bu d  
p r o d u c e d  a g g r e g a t e s  w h i c h  w e r e  r a g g e d .  The l a t t e r  w e r e  
t h o u g h t  t o  b e  l e s s  a d h e s i v e  by t h e  a u t h o r s .  T h i s  r e l a t i o n s h i p  
c o n f o r m s  t o  S t e i n b e r g s  ( 1 9 5 8 ,  1970)  s u g g e s t i o n  t h a t  c a l l s  
w i l l  t e n d  t o  m a x i m i z e  t h e  numb er  o f  t h e i r  c o n t a c t s ,  r e s u l t i n g  
i n  a l o w e r  e n e r g y  c o n f i g u r a t i o n .  The m o r e  a d h e s i v e  t h e  c e l l ,  
t h e  more  c o n t a c t s  i t  w i l l  f o r m .  On t h e  o t h e r  h a n d , c e l l u l a r  
m o b i l i t y  w i t h i n  t h e  a g g r e g a t e  may a l s o  t e n d  t o  p r o m o t e  more 
c o n t a c t .  T h e r e f o r e ,  t h e  s h a p e  o f  t h e  a g g r e g a t e  may be  
g o v e r n e d  by p r o c e s s e s  c o n t r o l l i n g  c e l l  movement  ( A b e r c r o m b i e  
1 9 6 6 ) .  The c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y  o f  d e a d  c e l l s  may b e  l a r g e ,  
b u t  t h e i r  a g g r e g a t e  m i g h t  b e  r a g g e d . I n  a d d i t i o n ,  l e s s  
a d h e s i v e  c e l l s  may a l s o  p r o d u c e  s m o o t h  a g g r e g a t e s  s i n c e  t h e y  
t o o  w i l l  t e n d  t o  a c o n f i g u r a t i o n  o f  1 ov /e s t  e n e r g y ,
A n u m b e r  o f  w o r k e r s  h a v e  c l a i m e d  t h a t  t h e  d e g r e e  o f  
c e l l u l a r  a d h e s i v e n e s s  i s  r e l a t e d  t o  vhe  h i s t o l o g i c a l  a p p e a r a n c e  
o f /
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o f  t h e  a g g r e g a t e  a f t e r  one o r  two  d a y s  i n  c u l t u r e ,  (Moscona  
1 9 6 5 ,  L i l i a n  1 9 6 9 ) .  No e v i d e n c e  h a s  e v e r  b e e n  a d v a n c e d  i n  
f a v o u r  o f  t h i s  s u g g e s t i o n .
C . Disapicrrepiat  1 on o f  C e l l s
l Y i t h  fe w  e x c e p t i o n s ,  c e l l s  u s e d  f o r  a g g r e g a t i o n  s t u d i e s  
mu s t  b e  i n i t i a l l y  d i s p e r s e d  i n t o  a s i n g l e  c e l l  s u s p e n s i o n .  
P l a t e l e t s  ( B o r n  1962 )  a n d  s l i m e  mo ld  c e l l s  ( G e r i s c h  1 9 6 0 )  a r e  
tw o  e x a m p l e s  w h i c h  e x i s t  i n  d i s p e r s e d  s t a t e s  v i v o . T h e i r  
a d h e s i v e  b e h a v i o u r  Jna v i t r o  h a s  b e e n  sho wn t o  be q u a l i t a t i v e l y  
r e l a t e d  t o  t h a t  ^  v i v o . T he  u s e  o f  c e l l s  f r o m  t i s s u e s  o r  
c e l l  c u l t u r e s  n e c e s s i t a t e s  t h e i r  d i s p e r s a l  w i t h  unknown 
e f f e c t s  on s u b s e q u e n t  r e a g g r e g a t i o n  b e h a v i o u r .
G e r i s c h  ( 1 9 6 8 )  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  a d h e s i v e  
b e h a v i o u r  o f  s l i m e  mold  c e l l s  a g g r e g a t e d  i n  s u s p e n s i o n  
a c c u r a t e l y  r e f l e c t s  t h e  a d h e s i v e  b e h a v i o u r  d i s p l a y e d  ' I n  v i v o  
when t h e  c e l l s  a r e  c u l t u r e d  on g l a s s .  N o n - a g g r e g a t i n g  m u t a n t s  
o f  B i c t y o s t e l i u m  s p a ,  en d  c e l l s  i n  t h e  v e g e t a t i v e  p h a s e  a r e  
n o n - a d h e s i v e  i n  s u s p e n s i o n s  c o n t a i n i n g  ESTA. C e l l s  w h i c h
.Vi-yp A l s o  f o r m  c l u s t e r s  i n  s u s p e n s i o n  w h e t h e r  
-EDTA i s  p r e s e n t  o r  n o t ,
B e g e n t  a n d  B o r n  ( 1 9 7 0 )  h a v e  shown t h a t  t h e  a g g r e g a t i o n  
o f  p l a t e l e t s  i n  v i v o  r e q u i r e s  ABP i n  t h e  medium e n d  t h a t  
s u b s e q u e n t l y /
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s u b s e q u e n t l y  t h e  p l a t e l e t s  thorns e l v e s  r e l e a s e  ADP a n d  a l t e r  
t h e i r  m o r p h o l o g y .  The same r e q u i r e m e n t s  a n d  e v e n t s  a r e  
a s s o c i a t e d  w i t h  p l a t e l e t  a g g r e g a t i o n  i n  v i t r o -  ( s e e  l a t e r ) .
The  s t r e n g t h  o f  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  and  t h e  e x i s t e n c e  
o f  a meshv/ork o f  i n t e r c e l l u l a r  m a t e r i a l  a r e  u s u a l l y  s u f f i c i e n t  
t o  p r e v e n t  t h e  e a s y  d i s p e r s a l  o f  t i s s u e s  o r  c e l l  c u l t u r e s .  
M e c h a n i c a l  f o r c e  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  u s e d  t o  d i s s o c i a t e  
s p o n g e  t i s s u e  ( v M l s o n  1 9 0 7 )  b u t  c h e m i c a l  r e a g e n t s  a r e  g e n e r a l l y  
u s e d  t o  l o o s e n  c e l l  c o n t a c t s .  P r o t e a s  es  ( Y / i l l m e r  1 9 4 5 ) ,  
c a t i o n  c h e l a t o r s  ( Z w i l l i n g  1 9 5 4 ) ,  h i g h  pH ( H o l t f r e t e r  1943)  
a n d  w a s h e s  r e m o v i n g  d i v a l e n t  c a t i o n s  ( H e r b s t  1 9 0 0 ,  Humphreys
1963)  a l o n e  o r  i n  c o m b i n a t i o n  h a v e  b e e n  m o s t  commonly u s e d ,  
u s u a l l y  w i t h  m e c h a n i c a l  s h e a r ,  t o  d i s s o c i a t e  a t i s s u e  i n t o  s 
s u s p e n s i o n  o f  v i a b l e ,  s i n g l e  c e l l s .
I t  s h o u l d  b e  a s k e d  why c e l l s  p r o c e e d  t o  r e a g g r e g a t e  
o n c e  d i s p e r s e d .  The  e f f e c t  o f  t h e  d i s a g g r e g a t i n g  a g e n t  may 
b e  r e l e v a n t  t o  a n  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  m e c h a n i s m  o f  a d h e s i o n .  
H o w e v e r ,  a n u m b e r  o f  t r e a t m e n t s  c a u s i n g  c e l l  d i s p e r s a l  may 
h a v e  unknown e f f e c t s  on c e l l  s u r f a c e  a d h e s i v e  m o l e c u l e s .
1) A t i s s u e  o r  c e l l  c u l t u r e  may be  d i s s o c i a t e d  by d e s t r o y i n g  
i n t e r c e l l u l s r  m a t e r i a l  t r a p p i n g  t h e  c e l l s ,  ( e . g «  c o l l a g e n ) .
2 )  T h e  d i s s o c i a t i o n  t r e a t m e n t  may be  d e t r i m e n t a l  t o  c e l l  
p h y s i o l o g y  a n d  c a u s e  s e l f  r e t r a c t i o n  o f  c e l l  p r o c e s s e s  e n g a g ed  
i n /
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i n  c o n t a c t .  T he  c e l l s  mey be i n d u c e d  t o  move sway f r o m  one 
a n o t h e r .
3)  A t t e m p t s  t o  s e p a r a t e  t h e  c e l l s  may l e a d  t o  r u p t u r e  
o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  a t  t h e  p o i n t s  o f  a d h e s i v e  c o n t a c t .  W e i s s  
a n d  Coombs ( 1 9 6 3 )  h a v e  f o u n d  t h a t  c a l l s  d i s p e r s e d  f r o m  g l a s s  
s u b s t r a t e s  may l e a v e  c e l l u l a r  m a t e r i a l  b e h i n d  on t h o  g l a s s  
w h i c h  c a n  b e  d e t e c t e d  i m m u n o l o g i c a l l y . I n  a t h o r o u g h  s t u d y  
o f  t h e  a f f e c t s  o f  EO)TA p e r f u s i o n  on t h e  i n t e g r i t y  o f  r a t  
h e a r t  t i s s u e ,  M u i r  ( 1 9 6 7 )  f o u n d  t h a t  t h e  s t r u c t u r a l  c o l l a p s e  
o f  t h e  t i s s u e  a f t e r  p e r f u s i o n  l e d  t o  r u p t u r e  o f  t h e  p l a s m a  
m e m b r a n e s .  O f t e n  o p p o s i t e  c e l l s  w h i c h  h a d  r e t r a c t e d  f r o m  
on e  a n o t h e r  d i s p l a y e d  s m a l l  g a p s  i n  t h e i r  PM. The  o t h e r  
c e l l  t h e n  u s u a l l y  d i s p l a y e d  a f i v e  l a y e r e d  s t r u c t u r e  a t  i t s  
s u r f a c e  w h i c h  M u i r  i n t e r p r e t e d  as  i t s  own PM a n d  t h a t  o f  t h e  
o p p o s i t e  c e l l  j o i n e d  i n  & t i g h t  j u n c t i o n ^ ^  ( w h i c h  was n o t  
w e a k e n e d  by  t h e  c h e l a t i n g  r e a g e n t ) .  M u i r  ( 1 9 6 7 )  s u g g e s t e d  
t h a t  t h e  s t r e n g t h  o f  t h e  j u n c t i o n  was g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  
t h e  PM a n d  t h e r e f o r e  r u p t u r e  f o l l o w e d .  The  p r e s e n c e  o f  s 
f r a g m e n t  o f  b r o k e n  PM on t h e  c e l l  s u r f a c e  a l t e r s  i t s  c o m p o s i t i o n  
a n d  m i g h t  c o n c e i v a b l y  a f f e c t  s u b s e q u e n t  c e l l  a d h e s i o n .
4 )  0 e l l  d i s a g g r e g a t i o n  m i g h t  f o l l o w  t h e  e x t r a c t i o n  o f  s  
p o s s i b l e  i n t e r c e l l u l a r  l i g a n d  ( e . g .  l i k e  an  a n t i b o d y )  w h i c h  
a g g l u t i n a t e s  t h e  c e l l s .
d  0  a g g r  6 g s t i o n /
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H e s g g r e g a t i o n  c o u l d  r e s u l t  i f  t h i s  i n t e r m e d i a t e  i s  
r e p l a c e d .  Humphreys  ( 1 9 6 3 )  h a s  c l a i m e d  t h a t  t h e  d i s s o c i a t i o n  
o f  S p o n g e  t i s s u e  f o l l o w s  a f t e r  t h e  r e m o v a l  o f  a n  i n t e r c e l l u l a r  
g l y c o p r o t e i n  a n d  c a l c i u m ,  an d  t h a t  when t h e s e  f a c t o r s  a r e  
r e p l a c e d  i n  t h e  niedium t h e  c e l l s  c a n  r e a g g r e g a t e .
5) A l t e r n a t e l y  a d i s s o c i a t i o n  p r o c e d u r e  w h i c h  u s e s  a n  enzyme 
may r e s u l t  i n  t h e  c o m p l e t e  d i g e s t i o n  o f  a d h e s i v e  c o m p o n e n t s  
on t h e  c e l l  s u r f a c e .  F rom e f i r s t  a p p r o x i m a t i o n ,  f u r t h e r  
c e l l  a g g r e g a t i o n  s h o u l d  b e  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d .  I f  n o t ,  t h e n  
a n y  s u b s e q u e n t  c e l l  a g g r e g a t i o n  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  by one  o f  , 
t h r e e  h y p o t h e t i c a l  m e c h a n i s m s ,  ( i )  The  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  
c e l l  s u r f a c e  a d h e s i v e  m a t e r i a l  may b e  o n l y  p a r t i a l ,  
H e a g g r e g a t i o n  v i t r o  m i g h t  t h e n  b e  a f u n c t i o n  o f  t h e  same 
c o m p o n e n t s  w h i c h  c a u s e d  a d h e s i o n  j J i  vly .o a n d  a d h e s i v e  
b e h a v i o u r  w i l l  b e  a t  l e a s t  q u a l i t a t i v e l y  s i m i l a r  i n  b o t h  c a s e s
( i i )  I f  t h e  p r i m a r y  m e c h a n i s m  o f  a d h e s i o n  j^n v i v o  i s  d e s ­
t r o y e d ,  s u b s e q u e n t  c e l l  a g g r e g a t i o n  may b e  a f u n c t i o n  o f  a 
s e c o n d a r y  m e c h a n i s m  o f  a d h e s i o n .  T h i s  m e c h a n i s m  may h a v e  b e e n  
p r e - e x i s t i n g  o r  i t  c o u l d  c o n c e i v a b l y  b e  a n  a r t e f a c t  g e n e r a t e d  
by  t h e  d i s s o c i a t i o n  t r e a t m e n t , -  C e l l u l a r  a d h e s i v e  b e h a v i o u r  
i n  v i t r o  m i g h t  t h e n  b e  q u a n t i t a t i v e l y  s i m i l a r  t o  b e h a v i o u r  
i n  v i v o  e n d  y e t  b e  q q u a l - i t a t i v e l y  d i s t i n c t .  ( i l l )  i d u r i n g  
r e a g g r e g a t i o n /
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r e e g g r a g a t i o n  t h e  q u a l i t a t i v e  o r  q u a n t i t a t i v e  n a t u r e  o f  c e l l  
a d h e s i o n  mey a l t e r .  C u r t i s  ( 1 9 6 1 )  h a s  s u g g e s t e d  a t i m i n g  
h y p o t h e s i s  w h e r e  t e m p o r a l  c h a n g e s  i n  t h e  c o n t a c t  b e h a v i o u r  o f  
c e l l s  m i g h t  r e s u l t  f r o m  c e l l  i n t e r a c t i o n  o r  c h a n g e s  i n  c e l l  
p h y s i o l o g y .
O p p e n h e i m a r  e t  a l  ( 1 9 6 9 )  h a v e  shown t h a t  a d h e s i o n  
i n c r e a s e s  i n  s c e l l  s u s p e n s i o n  w h i c h  i s  s y n t h e s i z i n g  a n d  
i n c o r p o r a t i n g  a m in o  s u g a r s ,  d o t h  ( 1 9 6 8 )  f o u n d  t h a t  f r e s h l y  
d i s p e r s e d  c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  a l t e r e d  f r o m  b e i n g  n o n -  
s p e c i f i c a l l y  a d h e s i v e  t o  s p e c i f i c a l l y  a d h e s i v e  o v e r  a p e r i o d  
o f  s e v e r a l  h o u r s  i n  c u l t u r e .  C u r t i s  ( 1 9 7 0 b )  h a s  a l s o  f o u n d  
t h a t  t h e  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y  o f  t h e  c e l l s  o f  two  c h i c k  
e m b r y o n i c  t i s s u e  t y p e s  a l t e r e d  d u r i n g  l o n g  p e r i o d s  i n  c u l t u r e .
6 6 .
I V .  The  Morpholocry a n d  F u n c t i o n  o f  C e l l  J u a o t i o n a  
P o u r  m o r p h o l o g i c a l  c l a s s e s  o f  c a l l  c o n t a c t s  h a v e  b e e n  
i d e n t i f i e d  u s i n g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ;  z o n u l a  o c c l u d e n s . 
s m a l l  g a p  j u n c t i o n s j  z o n u l a  a d h e r e n s , l a r g e  g a p  j u n c t i o n s ,  
e n d  ma c u l a  a d h e r e n s  ( P a v / c a t t  1 9 6 6 ,  d e v e l  a n d  K s r n o v s k y  1 9 6 7 ) .  
T h e s e  j u n c t i o n s  h a v e  b e e n  f o u n d  b e t w e e n  c e l l s  v i v o  an d  
b e t w e e n  c u l t u r e d  c a l l s  b u t  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s  may n o t  b e  
c a p a b l e  o f  e s t a b l i s h i n g  a l l  o f  t h e s e  j u n c t i o n s .  A f e w  e s s e s  
o f  I n t e r c e l l u l a r  c y t o p l a s m i c  b r i d g i n g  h a v e  b e e n  f o u n d  b u t  
i n  t h e  m a j o r i t y  o f  c e l l  t y p e s , b r i d g i n g  i s  n o t  d e t e c t a b l e  
( F a w c e t t  1 9 6 1 ) ,
A . The  z o n u l a  o c c l u d e n s
The z o n u l a  o c c l u d e n s  ( 2 0 )  a p p a r e n t l y  f u n c t i o n s  a s  a n  
i m p e r m e a b l e  s e a l  b e t w e e n  c a l l s  g i v i n g  a l a y e r  o f  t i s s u e  t h e  
p r o p e r t y  o f  a f l u i d  b a r r i e r  ( P a r q u h a r  a n d  Pa l a d e  1 9 6 3 ,
B r i g h t man 1 9 6 7 ,  d a e s a  a n d  K a r n o v s k y  1 9 6 7 ) .  T he  j u n c t i o n  i t s e l f  
i s  c h a r a c t e r i z e d  by t h e  a p p a r e n t  n a r r o w  l i n e  f u s i o n  o f  t h e  
o u t e r  l e a f l e t s  o f  t h e  p l a s m a  membranes  o f  o p p o s e d  c e l l s ,  
p r o b a b l y  f o r m i n g  a r i n g  o f  j u n c t i o n  a r o u n d  e a c h  c e l l  
( P a r q u h s r  e n d  P e l e d a  1 9 6 3 ,  G o o d e n o u g h  a n d  R e v e l  1 9 7 0 ) .
T r e a t m e n t  o f  t i s s u e  w i t h  d e s o x y c h o l a t e  o r  n o t  l e s s
t h a n /
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t h a n  60/O a c e t o n e  r e n d e r s  t h e  Z O  p e r m e a b l e  t o  l a n t h a n u m  y e t  
d o e s  n o t  a l t e r  i t s  a p p e a r a n c e  ( G o o d e n o u g h  a n d  R e v e l  1 9 7 0 ) .
The  j u n c t i o n  i s  r e s i s t a n t  t o  d i s r u p t i o n  by  t r e a t m e n t  w i t h  
c h e l a t o r s  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  ( e . g .  EDTA) ( B e n e d e t t i  a n d  
Ebimelot  1 9 6 7 ,  S e d a r  and  P o r t e  1 9 6 4 ,  G o o d e n o u g h  a n d  R e v e l  1970)  
o r  by  u r e a  ( G o o d e n o u g h  a n d  R e v e l  1 9 7 0 ) ,
T h e r e  i s  some s p e c i a l i z a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  a d j a c e n t  
t o  t h e  20  b u t  no d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  
p l a s m a  membrane  a t  t h e  20  a n d  e l s e w h e r e  on t h e  c e l l  
( P a r q u h a r  a n d  Pa l a d e  1 9 6 3 ,  G o o d e n o u g h  a n d  R e v e l  1 9 7 0 ) .  
S t a i n i n g  r e a c t i o n s  t h o u g h t  t o  be  s p e c i f i c  f o r  a c i d  muc o­
p o l y s a c c h a r i d e s  a r e  p o s i t i v e  o v e r  m o s t  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  
b u t  a r e  n e g a t i v e  a t  t h e  20 (Rombourg a n d  L e b l o n d  1 9 6 7 ,  
B e n e d e t t i  a n d  Pmmelot  1 9 6 7 ) .  The  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  
g l y c o p r o t e i n s  w e r e  a b s e n t  f r o m  t h e  c e l l  s u r f a c e  a t  t h i s  
j u n c t i o n .  H o w e v e r ,  t h e i r  r e s u l t s  may a l s o  b e  e x p l a i n e d  by 
f a i l u r e  o f  t h e  s t a i n  t o  p e n e t r a t e  t h e  i n t e r c e l l u l a r  r e g i o n .
The  s t r e n g t h  o f  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  a t  t h e  20 may 
b e  c o n s i d e r a b l e  s i n c e  t h e  j u n c t i o n  r e m a i n s  i n t a c t  a n d  t h e  
a d j a c e n t  PM i s  r u p t u r e d  when c e l l s  a r e  f o r c e d  a p a r t  ( P u r s h p a n  
a nd  P o t t e r  1 9 6 8 ) .
3 .  Sm al l - p ' sp  j u n c t i o n s
I . I I  | h  . . I . »  ■ !  . '■■■I I . . I | ^ 1  . i . i l  ■ ■ . ' ■ ■ I i , .   
The t e r m  t i g h t  j u n o t l o i R ^  h a s  f o r m e r l y  b e e n  a p p l i e d  t o
b o t h /
6 7 .
b o t h  ZO a n d  a r e c e n t l y  r e c o g n i s e d  c i a s ü  v f  c o n t a c t ,  t h e  
s m a i l - g y p  j u n o r i o n  ( g J )  ( a f t e r  P u r s a p s u i  ax^d P o t t e r  1 9 6 8 ,  a l s o  
n a x u s ,  Mc Hut t  a n d  W o i n s t ô x n  1970;  m a c u l a  o c c l u d e n s ,  Faw ce t t :  
1 9 6 6 ) .  R e v e l  and  KarnovsKy ( 1 9 6 7 )  s u g g e s u e a  c h a t  t n e  GJ 
3 no,^Id b e  c o n s i d e r e d  d i s t i n c t  f r o m  tx^e ZO f o r  s e v e r a l  r e a s o n s .  
Ra t n e r  t h a n  f o r m i n g  a c e  i t  a r o u n d  t h e  c e l l  t h e  GJ a p p e a r s  a s  
d i s c r e e t  p a t c h e s  o f  c o n t a c t  on t h e  c e l l  s u r f a c e .  A l s o  t h e  
i n t e r c e l l u l a r  s p a c e  o f  t h e  GJ i s  p e r m e a b l e  t o  c o l l o i d a l  
l a n t h a n u m  w h i c h  i n d i c a t e s  a n  i n t e r c e l l u l a r  s e p a r a t i o n  o f  a t  
l e a s t  8 0 ^  a t  t h e  j u n c t i o n  ( R e v e l  a n d  K a r n o v s k y ,  1 9 6 7 ,  
G o o d e n o u g h  a n d  R e v e l  1 9 7 0 ) .  U e h a r a  a n d  B u r n s t o c k  ( 1 9 7 0 )  
h a v e  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h e  g a p  by e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  i n  
s e c t i o n s  o f  s m o o t h  m u s c l e .  T a n g e n t i a l  a n d  p e r p e n d i c u l a r  
s e c t i o n s  a n d  f r e e z e - c l e a v e d  p r e p a r a t i o n s  o f  c e l l s  r e v e a l  t h a t  
a r e a s  o f  GJ c o n s i s t  o f  h e x a g o n a l  p a t t e r n s  o f  70 -  75& s u b u n i t s  
a b o u t  10 “ 8oS a p a r t  ( G o o d e n o u g h  a n d  R e v e l  1 9 7 0 ,  iDeamer a t  
a l  1 9 7 0 ) .  N e g a t i v e  s t a i n e d  p r e p a r a t i o n s  o f  i s o l a t e d  PM show 
a r e a s  o f  h e x a g o n a l  p a t t e r n s  i n  p a t c h e s  on t h e  membrane 
( R o b e r t s o n  1 9 6 3 ,  B e n e d e t t i  a nd  iAûmelot 1 9 6 8 ) .
G o o d e n o u g h  a n d  R e v e l  ( 1 9 7 0 )  h a v e  a l s o  d i f f e r e n t i a t e d  
t h e  ZO a n d  t h e  GJ  on a c h e m i c a l  b a s i s .  C e ] I s  o f  mouse  l i v e r ,  
w h i c h  w e r e  f i x e d  w i t h  g l u t a r a l d e h y d e  a n d  s u b s e q u e n t l y  t r e a t e d  
w i t h /
6 8 ,
w i t h  n o t  l e s s  t h a n  6 0 %  a c e t o n e ,  l o s t  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  
/V/ So2  g a p  a t  t h e  j u n c t i o n ;  y e t  t h e  t o t a l  d i s t a n c e  a c r o s s  t h e
two m e m b r a n e s ,  m e a s u r e d  f r o m  t h e  c y t o p l a s m i c  s u r f a c e s  o f  t h e  
i n n e r  PM l e a f l e t s ,  r e m a i n e d  u n c h a n g e d  a t  140 -  1 5 0 ^ '  The  s u b ­
u n i t  a p p e a r a n c e  o f  t h e  j u n c t i o n  was d e s t r o y e d  by a c e t o n e  b u t
t h e  t r i l a y e r  a p p e a r a n c e  o f  t h e  PM was u n a l t e r e d ,  F i x a t i o n
o
w i t h  Os 0 ^ ,  r a t h e r  t h a n  g l u t s r a l d e h y d e ,  p r e s e r v e d  t h e  SOA g a p ,  
D e s o x y c h o l a t e  h a d  l i t t l e  o r  n o t  a f f e c t  on g a p  m o r p h o l o g y ,  
G o o de nou gh  a n d  R e v e l  ( 1 9 7 0 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  PM l i p i d  may 
be  i m p o r t a n t  i n  m a i n t a i n i n g  t h e  g a p  s t r u c t u r e .
The GJ h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  c o m p l e t e l y  u n a f f e c t e d  by 
t r e a t m e n t  w i t h  EU>TA a n d  c o n d i t i o n s  o f  d i v a l e n t  c a t i o n  d e p l e t i o n  
( M u i r  1 9 6 7 ,  G o o d e n o u g h  a n d  R e v e l  1 9 7 0 ) .  M u i r  ( 1 9 6 7 )  a l s o  
f o u n d  t h a t  t h i s  j u n c t i o n  was r e s i s t a n t  t o  m e c h a n i c a l  f o r c e  
a n d  t h a t  t h e  PM y i e l d e d  b e f o r e  t h e  j u n c t i o n  was d e s t r o y e d .
T h e  GJ i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a p r i m e  s i t e  o f  e l e c t r i c a l  
c o u p l i n g  b e t w e e n  c e l l s  ( L o e w e n s t e i n  1 9 6 8 ,  G o o d e n o u g h  a n d  R e v e l  
1 9 7 0 ,  F u r s h p a n  a n d  P o t t e r  1 9 6 8 ) ,  C o u p l i n g  h a s  b e e n  o b s e r v e d  
t o  o c c u r  b e t w e e n  a w i d e  v a r i e t y  o f  c e l l s  v i v o  a n d  i n  t i s s u e  
c u l t u r e ,  i n c l u d i n g  e a r l y  e m b r y o n i c  c e l l s  o f  t h e  c h i c k  
( S h e r i d a n  1 9 6 8 ) ,  f i b r o b l a s t s  s u c h  a s  B H K - 2 1 / 0 1 3 ,  t r a n s f o r m e d  
a n d  m a l i g n a n t  c e l l s  ( e , g ,  po lyoma v i r u s  t r a n s f o r m e d  BHK c e l l s ,  
Py Y ) ( S h e r i d a n  19 7 0 ,  F u r s h p a n  a n d  P o t t e r  1 9 6 8 ) ,  H o w e v e r ,  
m a l i g n a n t  /
6 9 ,
m a l i g n a n t  c e l l s  a r e  n o t  i n v a r i a b l y  c a p a b l e  o f  c o m m u n i c a t i n g  
s i n c e  J a m a k o s r a s n o v i c  a n d  L o e w e n s t e i n  ( 1 9 6 8 a , b )  h a v e  f o u n d  t h a t  
n e o p l a s t i c  t h y r o i d  t i s s u e  was u n a b l e  t o  f o r m  low r e s i s t a n c e  
i n t e r c e l l u l a r  p a t h w a y s .  M o l e c u l e s  a s  l a r g e  a s  f l u o r e s c e i n  
may a l s o  b e  p a s s e d  b e t w e e n  c e l l s  when  lo w  r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s  
a r e  p r e s e n t .  T h i s  h a s  b e e n  shown w i t h  a number  o f  c e l l  t y p e s ,  
i n c l u d i n g  B H K - 8 1 / 0 1 3 ,  u s i n g  i o n t o p h o r e s i s  ( F u r s h p a n  e n d  
P o t t e r  1 9 6 8 ) ,
F l a x m a n  e t  a l  ( 1 9 6 9 )  a t t e m p t e d  t o  c o r r e l a t e  t h e  o n s e t  
o f  c o n t a c t  i n h i b i t i o n  o f  c e l l  l o c o m o t i o n  w i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  
GJ u s i n g  c u l t u r e d  BHK-81/C13 f i b r o b l a s t s .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  
one  c e l l  was s e e n  t o  c o l l i d e  w i t h  a n o t h e r  c o n t a c t  I n h i b i t i o n  
d e v e l o p e d ,  l ame  111 p o d i a l  a c t i v i t y  c e a s e d  a n d  t h e  c e l l s  b e g a n  
t o  r e t r a c t  f r o m  on e  a n o t h e r .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  o b s e r v a t i o n s  
o f  s e c t i o n s  o f  t h e s e  c e l l s  showed  t h a t  i n  a f ew  c a s e s ,  GJ 
c o u l d  b e  f o u n d  v / i t h i n  t h r e e  t o  t e n  m i n u t e s  o f  t h e  i n i t i a l  
c o n t a c t .  An e x t e n s i v e  100 -  200A g a p  ( s e e  l a t e r )  e x i s t e d  o v e r  
m os t  o f  t h e  c o n t a c t .
L o e w e n s t e i n  ( 1 9 6 6 )  a l s o  f o u n d  t h a t  e l e c t r i c a l  c o n t a c t  
b e t w e e n  s p o n g e  c a l l s  d e v e l o p e d  r a p i d l y  a f t e r  t h e  f o r m a t i o n  o f  
a d h e  3 i v  e c o n t  a c t ,  D i  s s o c i a t e d  c e l l s  f r o m  M i c r o c i o n a  o r  
Ha 11c l o n e  s p s .  w e r e  m a n i p u l a t e d  i n t o  c o n t a c t  a n d  e l e c t r i c a l  
c o u p l i n g  was e v i d e n t  w i t h i n  15 m i n u t e s .  No s p e c i a l  a r e a  o f  
t h e  /
VO.
t h e  c e l l  s u r f a c e  was  n e c e s s a r y  f o r  c o u p l i n g  s i n c e  t h e  a r e a s  
f o r m i n g  c o n t a c t  w e r e  r a n d o m l y  s e l e c t e d .  No a d h e s i o n  o r  
c o u p l i n g  d e v e l o p e d  i f  t h e  c e l l s  w e r e  k e p t  a t  u n l e s s  t h e  
a g g r e g a t i o n  p r o m o t i n g  f a c t o r  ( o f  Humphreys  196 3)  was r e s t o r e d  
t o  t h e  medium ( s e e  s e c t i o n  on m e c h a n i s m s  o f  a d h e s i o n  f o l l o w i n g )  
From t h e s e  r e s u l t s ,  L o e w e n s t  e i n  ( 1 9 6 8 )  h a s  s u g g e s t e d  
t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a s p e c i f i c  c e l l  s u r f a c e  f a c t o r  was r e ­
q u i r e d  ’b e f o r e  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  and s u b s e q u e n t  e l e c t r i c a l  
c o u p l i n g  c o u l d  d e v e l o p ,
L o e w e n s t e i n  f u r t h e r  p r o p o s e d  t h a t  t h e  f a c t o r  may 
f u n c t i o n  on t h e  c e l l  s u r f a c e  by c o n s t i t u t i n g  a n  e l e c t r i c a l l y  
i n s u l a t i n g  s e a l  b e t w e e n  t h e  s p a c e  o f  t h e  j u n c t i o n  a n d  t h e  
medium ( L o e w e n s t e i n  1 9 6 8 ) .  S u c h  i n s u l a t i o n  m us t  e x i s t  s i n c e  
t h e r e  i s  l i t t l e  s h u n t i n g  o f  c u r r e n t  f r o m  t h e  j u n c t i o n  t o  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  medium,  L o e w e n s t e i n  ( 1 9 6 8 )  s u g g e s t s  t h a t  t h e  
f o r m a t i o n  o f  t h e  i n s u l a t e d  c o m p a r t m e n t  a l s o  h a s  t h e  e f f e c t  
o f  e x p o s i n g  t h e  j u n c t i o n a l  s u r f a c e  o f  t h e  c e l l s  t o  t h e  low 
i n t r a c e l l u l a r  l e v e l  o f  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n .  I t  i s  a l s o  
s u c r g e s t e d  t h a t  t h e  l o s s  o f  c a l c i u m  f r o m  t h e  j u n c t i o n a l  r e g i o n  
p r o m o t e s  a l o c a l  c h a n g e  i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  PM l e a d i n g  
t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a low r e s i s t a n c e  i n t e r c e l l u l a r  p a t h w a y ,  
D i r e c t  i n t e r c e l l u l a r  c o n t a c t  may n o t  b e  an  a b s o l u t e  
r e q u i r e m e n t  f o r  e l e c t r i c a l  c o u p l i n g  s i n c e  B e n n e t t  a nd  T r i n k a u s  
( 1 9 7 0 )  /
7 1 .
( 1 9 7 0 )  h a v e  shown t h a t  c o u p l i n g '  e x i s t s  a c r o s s  t h e  b l s s t u l a  o f
F u n d u l u s . H o w ev er  t h e  c o n t a c t  i s  by way of  t h e  b l a s t o c o e l
w h i c h  i s  i n s u l a t e d  f r o m  t h e  b u l k  medium.
The  r e q u i r e m e n t  f o r  low c a l c i u m  c one e n t r e t i e n  i n  t h e
c o u p l i n r r  j u n c t i o n  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  m e c h a n i c a l  r e s i s t a n c e
o f  t h e  QJ t o  c o n d i t i o n s  o f  c s l c l u m  d e p l e t i o n  i n d u c e d  by
E0TÂ t r e a t m e n t  w h i c h  h a s  b e e n  shown by  M u i r  ( 1 9 6 7 ) , B e n e d e t t i
a n d  jEmmelot ( 1 9 6 8 )  a nd  G o o d e n o u g h  a nd  R e v e l  ( 1 9 7 0 ) .
0 .  M a c u l a  a d h e r e n s
T he  t h i r d  c o n t a c t  s p e c i a l i z a t i o n  may b e  d i s t i n g u i s h e d
o
i n  s e c t i o n e d  m a t e r i a l  a s  a ECOA g a p  b e t y / e e n  o p p o s i t e ,  p a r a l l e l
p l a s m a  m e m b r a n e s ,  w i t h  o ne  o r  more  t h i n ,  e l e c t r o n  d e n s e
b a n d ( s )  r u n n i n g  t h e  l e n g t h  o f  t h e  g a p ,  c e n t r a l l y  p o s i t i o n e d
b e t w e e n  t h e  tyro c e l l  s u r f a c e s  ( F a w c e t t  1 9 6 6 ) .  The  t e r m
d e s  mo some i s  u s u a l l y  u s e d  t o  d e s c r i b e  t h i s  s t r u c t u r e  s e e n  as
o
o v a l  p a t c h e s  o f  85 0 0  » 4100A d i a m e t e r  on c e l l s  ( T a m a r i n  and  
S r e e b e n y  1963)  o r  a s  a b a n d  a r o u n d  t h e  c e l l  (Hama 1 9 6 0 ) •  
Hov/ever ,  F a r q u h s r  an d  Pa l a  d e  ( 1 9 6 3 )  s u g g e s t e d  t h a t  desmosomes  
may a l s o  e x i s t  a s  a m ore  e x t e n d e d  s t r u c t u r e  a n d  t h e y  h a v e  
p r o p o s e d  t h e  t e r m  m a c u l a  a d h e r e n s  f o r  t h e  f o r m e r .
The  i n n e r  l e a f l e t  o f  e a c h  PM a t  t h e  j u n c t i o n  i s  c o s t e d  
by a t h i n  p l a q u e  o f  e l e c t r o n  d e n s e  m r t e r i s l .  I n  a d d i t i o n ,  
b u n d l e s  /
7 8 .
o
b u n d l e s  o f  t h i n  40 -  GOA f i b r i l s  ( t o n o f i b r i l s  ) l e a d  ev^sy f r o m  
t h e  p l a q u e  i n t o  t h e  c y t o p l a s m .  The  p l a q u e ,  i n  t h i n  c e l l  
s e c t i o n s ,  i s  n o t  s e n s i t i v e  t o  t r y p s i n  t r e a t m e n t  y e t ,  
s u r p r i s i n g l y ,  p r o n s s e ,  p e p s i n  a nd  c h y m o t r y p s i n  d i g e s t  away 
t h e  e l e c t r o n  d e n s e  m a t e r i a l  ( D o u g l a s  e t  a 1 1 9 7 0 ) .  M u k h e r j a e  
and  W i l l i a m s  ( 1 9 6 8 )  f o u n d  s t r u c t u r a l  c o n n e c t i o n s  b e t w e e n  t h e  
PM a n d  t h e  c e n t r a l  b a n d  a n d  t h e y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  desmosoma 
a r e s  may c o n t a i n  m ore  p r o t e i n  t h a n  t h e  s u r r o u n d i n g  PM,
I n v a r t a b r a t e  t i s s u e s  d i s p l a y  d e s m o s o m e - l i k e  s t r u c t u r e s ,  
s e p t a t e  d e s m o s o m e s ,  w h i c h  d i f f e r  f r o m  t h o s e  commonly s e e n  i n  
v e r t e b r a t e s . S e p t a t e  desmosomes  l a c k  t o n o f i b r i l s  a n d  t h e  
i n t e r c e l l u l a r  s p a c e  c o n t a i n s  s e p t a  b r i d g i n g  f r o m  one  c e l l  t o  
t h e  o t h e r  ( L o c k e  1 9 6 5 ) .
B u l l i v a n t  a n d  L o e w e n s t e i n  ( 1 9 6 8 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
s e p t a t e  desmosoma i s  t h e  s i t e  o f  I n t e r c e l l u l a r  e l e c t r i c a l  
c o u p l i n g  i n  i n v a r t a b r a t e  t i s s u e .  H o w e v e r ,  G o o d e n o u g h  e n d  
R e v e l  ( 1 9 7 0 )  h a v e  f o u n d  t h a t  t h e  GJ may a l s o  e x i s t  I n  t h e  
cdlami a nd  mey b e  t h e  s i t e  o f  low  r e s i s t a n c e  j u n c t i o n s .
U n l i k e  t h e  ZO a n d  G J ,  t h e  desmosome c o n t a c t s  a r e  e a s i l y  
d e s t r o y e d  by t r e a t m e n t  w i t h  EOTA, a l l o w i n g  t h e  c e l l s  t o  
s e p a r a t e  ( M u i r  1 9 6 7 ,  S e d a r  a n d  F o r t e  1 9 6 4 ,  B e n e d e t t i  an d  
iAnmalot 1 9 6 3 ) .  The  m o r p h o l o g y  o f  t h e  d e n s e ,  i n t e r c e l l u l a r  
b a n d s  /
7 3 .
b a n d s  l a  n o t  a f f e c t e d  by  p r o t e a s e  t r e a t m e n t  ( D o u g l a s  a t  a l
1 9 7 0 ) .  H o w e v e r ,  Rajmbourg a n d  L e b l o n d  ( 1 9 6 7 )  a n d  B e n e d e t t i  
a n d  Emmelot  ( 1 9 6 8 )  f o u n d  t h a t  a c i d i c  g r o u p s ,  i d e n t i f i e d  a s  
NANA by  t h e  l a t t e r  w o r k e r s , w e r e  e x p o s e d  on t h e  c e l l  s u r f a c e  
a t  s i t e s  o f  o p e n e d  d e s m o s o m e s .
I n  s p i t e  o f  t h i s  I n t e r c e l l u l a r  m a t e r i a l , P a r q u h a r  e n d  
Pa l a d e  ( 1 9 6 3 )  f o u n d  t h a t  desmosomes  w e r e  p e r m e a b l e  t o  m o l e c u l e s  
o f  b o t h  h e m a g l o b i n  and  f e r r i t i n  ( lOoX d i a m e t e r ) .  E a r l y  
e m b r y o n i c  c e l l s , s u c h  a s  i n  t h e  c h i c k ,  a r e  t h o u g h t  t o  l a c k  
de sm oso me s  ( O v e r t o n  1 9 6 8 ) .  H o w e v e r ,  T r l n k a u s  and L e n t z  ( 1 9 6 7 )  
f o u n d  e x a m p l e s  o f  t h o s e  j u n c t i o n s  d u r i n g  g a s t r u l a t i o n  i n  
F u n d u l u s .  S o t o  a n d  C a s t e j o n  ( 1 9 6 9 )  h a v e  p u b l i s h e d  t h e  o n l y  
e x a m p l e  o f  w h i c h  I  am a v m r e , o f  a d e s m o s o m s l  c o n t a c t  b a t y /e e n  
two  BHK-81/C13 c e l l s .
C a m p b e l l  (1967  ) h a s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  b u n d l e d  s t r u c t u r e  
o f  t h e  d e s m o s o m a 1 t o n o f 1 l a m e n t s ' d e v e l o p s  by  a c c u m u l a t i o n  o f  
d i s p e r s e  f i l a m o n t s  i n t o  a p l a q u e  a t  t h e  s i t e  o f  i n t e r c e l l u l a r  
c o n t a c t ,  p o s s i b l y  b e c a u s e  o f  l a t e r a l  movement  o f  f i b r i l  
a t t a c h m e n t  s i t e s  i n  t h e  PM.
Do Z o n u l a  a d h e r e n s
T h i s  j u n c t i o n ,  a l s o  known a s  t h e  i n t e r m e d i a t e  j u n c t i o n  
( I J )  o r  s i m p l e  a p p o s i t i o n  ( F u r s h p a n  a n d  P o t t e r  1 9 6 8 ) ,  i s  
s i m i l a r  t o  t h e  desmosome i n  t h a t  c e l l s  e r e  s e p a r a t e d  by  100 -
O y
8 0 0 A . /
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EOoS. H o w e v e r ,  t h e r e  e r e  no s p e o t a l i Z r S t l o n s  o f  t h e  c y t o p l a s m  
a n d  no e v i d e n c e  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  i n t e r c i a l l u l s r  s t r u c t u r e  
a n d  t h i s  t y p e  o f  j u n c t i o n  o f t e n  e x i s t s  o v e r  l a r g e  a r e a s  o f  
c a l l  c o n t a c t s  ( F a w c e t t  1 9 6 6 ) .
The  100 “ 800A g a p  i s  p r e s e r v e d  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  
c o n t a c t  i n c l u d e s  two f l a t  s u r f a c e s  o r  s u b s t r a t e s  w i t h  s h a r p  
p r o j e c t i o n s  n o r m a l  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  ( C o r n e l l  1 9 6 9 s , b ) ,
C u r t i s  ( 1 9 6 7 )  h a s  s t u d i e d  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  f i b r o b l a s t s  t o  
t h e i r  g l a s s  s u b s t r a t e ,  u s i n g  i n t e r f e r e n c e  r e f l e c t i o n  m i c r o s c o p y .  
He h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p o i n t s  o f  c l o s e s t  a p p r o a c h  ( w i t h i n  
r e s o l u t i o n  o f  t h e  m e t h o d )  o f  t h e  c e l l s  t o  t h e  g l a s s  w e r e  no 
l e s s  t h a n  lOOA ( s e e  l a t t e r ) .
F ro m  t h e s e  r e s u l t s ,  C u r t i s  ( 1 9 6 4 )  b e l i e v e d  t h a t  t h e r e  
was no e v i d e n c e  f o r  I n t e r c e l l u l a r  m a t e r i a l  a t  t h e  I J  ( i . e . t h a t  
t h e  m a t e r i a l  w o u l d  h a v e  t o  b e  e x t e n s i v e l y  h y d r a t e d  o r  o f  v e r y  
low d e n s i t y  t o  e s c a p e  d e t e c t i o n ) .  F a r q u h a r  a n d  P e l a d e  ( 1 9 6 3 )  
f o u n d  t h a t  t h e  I J  was p e r m e a b l e  t o  h e m a g l o b i n  a n d  f e r r i t i n .  
H o w e v e r ,  t o  c o n c l u d e  t h a t  no i n t e r c e l l u l a r  m a t e r i a l  e x i s t s  by 
t h e s e  c r i t e r i a  may b e  i n  e r r o r  s i n c e  t h e  same a u t h o r s  f o u n d  
t h a t  t h e  i d e n t i c a l  m o l e c u l e s  p e r m e a t e d  t h e  i n t e r c e l l u l a r ,  
e l e c t r o n  d e n s e  s t r u c t u r e  o f  t h e  d e s m o s o m e s .
Hambourg  a n d  L e b l o n d  ( 1 9 6 7 )  f o u n d  t h a t  t h e  i n t e r c e l l u l a r  
s p a c e s  o f  r a t  t i s s u e  w e r e  f i l l e d  w i t h  s t a i n s  s p e c i f i c  f o r  
m u c o p o l y s a c c h a r i d e s .  H o w e v e r ,  t h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  s t a i n  
mey /
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may h a v e  exag^r re ra ted  t h o  q u a n t i t y  o f  i n t a r e a l  1 a l a r  m a t e r i a l
b e l i e v e d  t o  b e  p r e s e n t  { s e e  p r e v i o u s l y ) ,  P l a x m a n  e t  a l  ( 1 9 6 8 )
o
f o u n d  t h a t  e 450A g ap  e x i s t e d  b e t w e e n  f i b r o b l a s t s  a n d  t h e i r  
p o l y m e r i c  m i t r o c e l l u l o s e  s u b s t r a t e .  The  g a p  was f i l l e d  w i t h  
m a t e r i a l  n e a r l y  a s  e l e c t r o n  d e n s e  a s  t h e  c y t o p l a s m  y e t  i t  was 
a b s e n t  f r o m  i n t e r c e l l u l a r  c o n t a c t s  and  f r e e  c e l l  s u r f a c e .
C o r n e l l  ( 1 9 6 ’9 b )  d i s c u s s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  d u r i n g  
d e h y d r a t i o n  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  a n y  h y d r a t e d ,  i n t e r ­
c e l l u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  may b e  p a r t i c u l a r l y  a f f e c t e d  by
s h r i n k a g e  a n d  w o u l d  t h e r e f o r e  n o t  b e  s u b s e q u e n t l y  o b s e r v e d ,
o
On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  100 -  SOOA g a p  i s  p r o b a b l y  r e a l  
an d  n o t  a n  a r t e f a c t  s i n c e  i t  i s  o f t e n  s e e n  by e l e c t r o n  
m i c r o s c o p y  t o g e t h e r  w i t h  e a c h  o f  t h e  o t h e r  c l a s s e s  o f  j u n c t i o n ,  
M u i r  ( 1 9 6 7 )  an d  S e d a r  a n d  F o r t e  ( 1 9 6 4 )  h a v e  f o u n d  t h a t  
t h e  I J  i s  d e s t r o y e d  by  t h e  t r e a t m e n t  o f  t i s s u e s  w i t h  EDTA,
E a c h  c l a s s  o f  j u n c t i o n  p r o b a b l y  c o n t r i b u t e s  t o  c e l l u l a r  
a d h e s i o n  s i n c e  t h e  ZO, fiJ a n d  desmos  ome h a v e  b e e n  shown t o  
r e s i s t  m e c h a n i c a  1 f o r c e .  T he  f a c t  t h a t  t h e  p l a s m a  m e mb ran es  
p a r t i c i p â t i n g  i n  a n  i n t e r m e d i a t e  j u n c t i o n  a r e  h e l d  p a r a l l e l  
o v e r  c o n s i d e r a b l e  a r e a s ,  a nd  a r e  n o t  r a n d o m l y  f o l d e d ,  i n d i c a t e s  
t h a t  t h i s  j u n c t i o n  a l s o  i s  a d h e s i v e .  The  e x i s t e n c e  o f  f o u r  
m o r p h o l o g i o a . L l y , c h e m i c a l l y  and  f u n c t i o n a l  1 y d i s t i n c t  c l a s s e s  
o f  j u n c t i o n  i s  p r i m a  f a c i e  e v i d e n c e  t h a t  d i f f e r e n t  m e c h a n i s m s  
o f  a d h e s i o n  o p e r a t e .  H ow ev er ,  some may b e  m or e  I m p o r t a n t  i n  
phenomena  o f  m o r p h o g e n e s i s  and  c e l l  i n t e r a c t i o n s  t h a n  o t h e r s .
7 6 .
V, M e ch sn l sn i s  o f  G a l l  Ad h e s i o n
A. N o n - s n a c i f I c  c e l l u l a r  a d h e s i o n
C e l l s  s r e  c a p a b l e  o f  a d h e r i n g  t o  a w i d e  v a r i e t y  o f  
s u b s t a n c e s  v i t r o  ( e . g .  g l a s s ,  p l a s t i c ) .  In_ v i v o  c e l l s  
a d h e r e  t o  t h e i r  own t y p e  a n d  o t h e r  c e l l  t y p e s  a n d  a l s o  t o  n o n -  
c e l l u l s r  s u b s t r a t e s .  C u r t i s  ( 1 9 6 0 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
m o r p h o l o g y  a n d  c h e m i c a l  n a t u r e  o f  c e l l  c o n t a c t s  d i s p l a y e d  a 
s i m i l a r  p a t t e r n  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  c o n t a c t  was  h o m o t y p i c ,  
h e t e r o t y p i c  o r  b e t w e e n  c e l l  a n d  s u b s t r a t a .  On t h i s  b a s i s ,  he  
p r o p o s e d  t h a t  c e l l u l a r  a d h e s i v e  i n t e r a c t i o n s  d e p e n d e d  on a 
m e c h a n i s m  o f  n o n - s p e c i f i c ,  l o n g - r a n g e  f o r c e s  a n d  s u g g e s t e d  g>n 
a n a l o g y  b e t w e e n  c e l l  a d h e s i o n  a n d  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  l y o p h o b i c  
c o l l o i d s .  D e r j a g u i n  a n d  L a n d a u  a n d  Ver w ey  a n d  O v e r b e e k  (DLVO) 
( s e e  C u r t i s  1 9 6 0 ,  1 9 6 7 ) ,  d e v e l o p e d  a t h e o r y  f o r  t h e  s t a b i l i t y  
o f  l y o p h o b i c  c o l l o i d s  w h e r e  p a r t i c l e  i n t e r a c t i o n  i s  g o v e r n e d  
by t w o  f o r c e s ,  one  a t t r a c t i v e  a n d  t h e  o t h e r  r e p u l s i v e .
1) T he  DLVO t h e o r y
The  a t t r a c t i v e  f o r c e  i s  t h e  L o n d o n - V a n  d e r  Yfaals  
d i s p e r s i o n  f o r c e  w h i c h  d e c l i n e s  a s  t h e  i n v e r s e  s q u a r e  o f  t h e  
d i s t a n c e  o f  s e p a r a t i o n  ( P a r s a g i a n  a n d  N in h a m  1 9 7 0 ) .  L y o p h o b i c  
p a r t i c l e s  a r e  o f t e n  p r e v e n t e d  f r o m  m a k i n g  m o l e c u l a r  c o n t a c t  
b e c a u s e  /
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b e c a u s e  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  a s e c o n d  f o r c e  o f  e l e c t r o s t a t i c  
r e p u l s i o n  due  t o  t h e i r  n e t  n e g a t i v e  c h a r g e .  I f  t h i s  f o r c e  
i s  s t r o n g  e n o u g h  t h e n  t h e  p a r t i c l e s  may a d h e r e  i n  t h e  s e c o n d a r y  
( e n e r g y )  minimum.  I n  t h i s  c o n f i g u r a t i o n ,  t h e  p a r t i c l e  s u r f a c e s  
a r e  s e p a r a t e d  by  a s m a l l  d i s t a n c e ,  h e l d  t h e r e  i n  a n  e n e r g y  
minimum by a b a l a n c e  o f  t h e  Van d e r  \ 7 a a l s  f o r c e  a nd  t h e  
e l e c t r o s t a t i c  r e p u l s i v e  f o r c e  w h i c h  d e c l i n e s  e x p o n e n t i a l l y  
w i t h  i n c r e a s i n g  s e p a r a t i o n .  T h e r e  i s  no  e n e r g y  b a r r i e r  t o  
f o r m a t i o n  o f  t h e  s e c o n d a r y  minimum. P a r t i c l e s  i n  t h i s  c o n ­
f i g u r a t i o n  may b e  r e d i s p a r s e d  r e l a t i v e l y  e a s i l y  ( C u r t i s  1 9 6 6 ) .
T he  e l e c t r o s t a t i c  f o r c e  w i l l  a c t  a s  a b a r r i e r  t o  c l o s e r  
a p p r o a c h  o f  t h e  s u r f a c e s .  H o w e v e r ,  i f  s u f f i c i e n t  e n e r g y  i s  
a p p l i e d  t o  p u s h  t h e  p a r t i c l e s  t o g e t h e r  t h e i r  s u r f a c e s  may 
come c l o s e  e n o u g h  s o  t h a t ,  o n c e  a g a i n  t h e  a t t r a c t i v e  e n e r g y  
p r e d o m i n a t e s  w i t h  t h e  s u r f a c e s  i n  m o l e c u l a r  c o n t a c t .  T h i s  
f o r m  o f  a d h e s i o n ,  known a s  t h e  p r i m a r y  minimum,  i s  e s s e n t i a l l y  
I r r e v e r s i b l e  ( s e e  C u r t i s  1 9 6 6 ,  1 9 6 7 ) ,
S) The  DLVO t h e o r y  a o o l i e d  t o  c e l l  a d h e s i o n
'  ■■■■J  I ■ r r  iir i n ii iti i ~ i ti naiw ir  ii rf i m Tmr n mi iiw i^  — i ng i ii~- i ir iii~tii ■ r  i rr i ■ t) i ■.T iiprii ■  i nignT iiriii if t~ r m —  ;  i nw i ■ ■ 11 i m i m
Q u r t i s  ( 1 9 6 0 )  a n d  P e t h l c a  ( 1 9 6 l ) y h a v 0  p r o p o s e d  t h a t  
s e v e r a l  f e a t u r e s  o f  c o l l o i d  s t a b i l i t y  vfere s i m i l a r  t o  c e l l u l a r  
a d h e s i v e  b e h a v i o u r .  I n  p a r t i c u l a r ,  t h e  m o r p h o l o g y  o f  t h e
s e c o n d a r y  minimum,  w h e r e  p a r t i c l e s  s r e  s e p a r a t e d  by a g a p  o f
o o
1 0 0 - 2 0 0 A ,  a n d  t h e  p r i m a r y  minimum,  o f  l e s s  t h a n  5A, a r e
a n a l o g o u s /
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a n a l o g o u s  w i t h  t h e  z o n u l a  a d h e r e n s  a n d  z o n u l a  o c c l u d e n s
o
r e s p e c t i v e l y .  A l s o  t h e  f a c t  t h a t  lOO-SOOA g a p  was  f o u n d  i n  
b o t h  i n t e r c e l l u l a r  a n d  c e l l - s u b s t r a t e  a d h e s i o n s ,  a n d  t h a t  
t h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  m a t e r i a l  i n  t h e  g a p  
( C u r t i s  1 9 6 4 ,  a n d  s e e  p r e v i o u s l y )  h a v e  b e e n  u s e d  a s  e v i d e n c e  
t h a t  t h e  DI,VO t h e o r y  i s  a p p l i c a b l e  t o  c e l l u l a r  a d h e s i o n  ( C u r t i s
1 9 6 7 ) .  T h e  t h e o r y  p r e d i c t s  t h a t  c e l l u l a r  a d h e s i o n  s h o u l d  b e  
n o n -3 p a c i f i c ,
S e v e r a l  o t h e r  f a c t o r s  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  t o  s u p p o r t  
t h i s  s u g g e s t i o n .  F i r s t l y ,  P a r s a g i a n  a n d  N in ha m  ( 1 9 7 0 )  h a v e  
r e c e n t l y  r e c a l c u l a t e d  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  d i s p e r s e d  f o r c e s .  
T h e i r  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  f o r c e s  f r o m  e a c h  o f  t h e  c o n t r i b u t i n g  
c o m p o n e n t s  o f  t h e  c e l l  s h o u l d  sum t o  p r o d u c e  a t o t a l  f o r c e  o f  
much l a r g e r  e n e r g y  w i t h  l o n g e r  r a n g e  t h a n  p r e v i o u s l y  s u p p o s e d  
( s e e  P e t h i c s  1 9 6 1 ) ,  S e c o n d l y ,  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  c h e l a t i n g  
r e a g e n t s  a n d  h i g h  pH i n  d i s s o c i a t i n g  t i s s u e  h a s  b e e n  
e x p l a i n e d  by C u r t i s  ( 1 9 6 0 )  a n d  B a nghsm  a n d  P e t h i c a  ( 1 9 6 0 ) ,  a s  
d u e  t o  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  c e l l s  n e t  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e .  
R e a g e n t s  s u c h  a s  EDTA e r e  t h o u g h t  t o  b e  e f f e c t i v e  b y  
s e q u e s t e r i n g  c a t i o n i c  c o u n t e r i o n s ,  a n d  h i g h  pH by more  f u l l y  
i o n i z i n g  t h e  s u r f a c e  a n i o n i c  g r o u p s ,  H o l t f r a t e r  ( 1 9 4 3 )  f o u n d  
t h a t  a m p h i b i a n  t i s s u e s  d i s a g g r e g a t e d  a t  h i g h  pH. Dan ( 1 9 3 6 ,
1947)  o b s e r v e d  t h a t  e c h i n o d e r m  e g g s  f o r m e d  w e a k e r  c e l l - g l a s s  
a d h e s i o n s  /
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a d h e s i o n s  a t  low c a t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  a l s o  a t  h i g h  pH, 
H e r b a t  ( 1 9 0 0 )  f o u n d  t h a t  c e l l  a d h e s i o n  was w e a k e n e d  by low 
c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n .  T h i r d l y ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  
c e l l u l a r  c o n t a c t s  a r e  more e a s i l y  f o r m e d  by t h e  a p p r o a c h  o f  
n a r r o w  c e l l  p r o c e s s e s  t h a n  by t h e  a p p o s i t i o n  o f  f l a t  c e l l  
s u r f a c e s  s i n c e  t h e  n a r r o w  p r o j e c t i o n  s h o u l d  m e e t  l e s s  e l e c t r o ­
s t a t i c  r e s i s t a n c e  ( B sng ha m a n d  P e t h i c a  1 9 6 0 ) .  Band  a n d  M o h r l o k
( 1 9 6 9 )  a n d  L e s s a p s  ( 1 9 6 3 )  h a v e  a l s o  f o u n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  
e v i d e n c e  o f  p u n c t a t e  I n t e r c e l l u l a r  c o n t a c t .
C u r t i s  a n d  G r e a v e s  ( 1 9 6 5 )  f o u n d  t h a t  E B T A - d i s a g g r e g a t e d  
c h i c k  e m b r y o n i c  t i s s u e s  r e a g g r e g a t e d  i n d e p e n d e n t l y  o f  
t e m p e r a t u r e  an d  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  The  a u t h o r s  s u g g e s t e d  
t h a t  t h e i r  r e s u l t s  w e r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  DLVO m e c h a n i s m  
of  a d h e s i o n  s i n c e  d i s p e r s a l  f o r c e s  a r e  u n a f f e c t e d  by t e m p e r a t u r e  
c h a n g e s  i n  t h e  b i o l o g i c a l  r a n g e  ( h o w e v e r  s e e  l a t e r ) .
B. S p e c i f i c  a d h e s i o n
1) S o r t i n g  o u t
Many o f  t h e  i d e a s  a b o u t  m e c h a n i s m s  o f  i n t e r c e l " f . u l a r  
a d h e s i o n  w e r e  d e v e l o p e d  f r o m  o b s e r v a t i o n s  by W i l s o n  ( 1 9 0 7 ) ,  
H u x l e y  ( 1 9 1 1 ) ,  G @ I t s o f f  ( 1 9 2 5 )  a n d  H o l t f r e t e r  ( 1 9 3 9 )  on t h e  
s o r t i n g  o u t  o f  m ix e d  c e l l  t y p e s .  S o r t i n g  o u t  was d e f i n e d  as  
t h e /
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t h e  r e a r r a n g e m e n t  a n d  s e g r e g a t i o n  o f  e a c h  c e l l  t y p e  w i t h i n  a 
m i x e d  a g g r e g a t e .  T he  r e a r r a n g e m e n t  was b e l i e v e d  t o  p r o c e e d  
u n t i l  t h e  c e l l s ,  m o v in g  b y  t h e i r  own l o c o m o t i o n ,  r e a c h e d  s 
r e l a t i v e  p o s i t i o n  w h i c h  r e s e m b l e d  t h a t  o f  t h e  c e l l  t y p e s  i n  
v i v o .
T y l e r  ( 1 9 4 7 )  a n d  W e i s s  ( 1 9 4 7 )  s u g g e s t e d  t h a t  s o r t i n g  
o u t  a n d  p o s i t i o n i n g  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  by s p e c i f i c  c e l l  
a d h e s i o n .  A n u m b e r  o f  w o r k e r s  h a v e  s i n c e  a t t e m p t e d  t o  m e a s u r e  
c e l l  a d h e s i o n  by  t h e  r e l a t i v e  p o s i t i o n i n g  o f  c e l l s  i n  a g g r e g a t e s  
(M oscone  1 9 6 2 ,  1 9 6 5 ;  S t e i n b e r g  1 9 6 4 ,  1 9 7 0 ) .
2)  D i f f e r e n t i a l  a d h e s i o n
S t e i n b e r g  ( 1 9 6 4 )  s u g g e s t e d  t h a t  h e t e r t y p i c  a s  w e l l  a s  
h o m o t y p i o  c o n t a c t s  mus t  b e  a d h e s i v e  o t h e r w i s e  t h e r e  c o u l d  b e  
no  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  s t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  any  
two  c e l l  t y p e s  i n  t i s s u e s  a n d  a g g r e g a t e s .  S t e i n b e r g  ( 1 9 6 4 , 1 9 7 0 )  
t h e r e f o r e  p r o p o s e d  t h a t  a c o n c e p t  o f  d i f f e r e n t i a l  o r  s e l e c t i v e  
a d h e s i o n  c o u l d  e x p l a i n  t h e  r e s u l t s  o f  s o r t i n g  o u t .  I n  t h i s  
m o d e l ,  i f  t h e  c a l l s  o f  one  t y p e ,  a d h e r e  t o  t h e m s e l v e s  w i t h
g r e a t e r  s t r e n g t h  t h a n  do  t h o s e  o f  a n o t h e r  t y p e ,  " b " , ( i . e .  
a - a  >  b - b ) .  Then  t h e  s t r e n g t h  o f  h e t e r o t y p i c  a d h e s i o n s  s h o u l d  
b e  I n t e r m e d i a t e ,  v i z :  s - a  >  a - b  >  b - b .  T h e r e f o r e ,  s o r t i n g  o u t  
( a n d  p o s i t i o n i n g )  o f  m o t i l e  c e l l s  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  on 
e n e r g e t i c  g r o u n d s  s i n c e  a l l  c e l l  t y p e s  c o h e r e  b u t  ” b^ * c e l l s  
w o u l d /
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w o u l d  t e n d  t o  b e  d i s p l a c e d  by  c e l l s  f r o m  s - b  e n d  b - b  
s d h e s l o n s ,
S t e i n b e r g  ( 1 9 6 4 )  f u r t h e r  s u g g e s t e d  t h a t  d i f f e r e n t i a l  
a d h e s i v e n e s s  b e t w e e n  c e l ]  t y p e s  m i g h t  r e s u l t  f r o m  t h e  nu m be r  
o r  a r r a n g e m e n t  o f  a d h e s i v e  s i t e s  on t h e  c e l l  s u r f a c e s  ( i . e .  
t h e  b e t t e r  a n d  g r e a t e r  m a t c h i n g  o f  s i t e s  r e s u l t i n g  i n  g r e a t e r  
s t r e n g t h  o f  a d h e s i o n ) .
As e v i d e n c e  f o r  s o r t i n g  o u t  a n d  d i f f e r e n t i a l  a d h e s i o n  
among c e l l  t y p e s ,  S t e i n b e r g  ( 1 9 7 0 )  c i t e d  h i s  w o r k  on t h e  
b e h a v i o u r  o f  m i x t u r e s  o f  c e l l s  f r o m  d i f f e r e n t  t i s s u e s  o f  t h e  
c h i c k  e m b r y o .  A h i e r a r c h y  o f  p o s i t i o n i n g  was s u g g e s t e d  t o  
b e  & f e a t u r e  o f  t h e  s o r t i n g  o u t  o f  t h e s e  c e l l  t y p e s  w i t h  on e  
c e l l  t y p e  ( a )  a l w a y s  s e g r e g a t i n g  t o  a n  i n t e r n a l  p o s i t i o n  i n  a n  
a g p ^ r e g a t e  o f  two  c e l l  t y p e s  ( a  a n d  b ) .  A n o t h e r  c e l l  t y p e  ( f )  
a l w a y s  s e g r e g a t e d  e x t e r n a l l y .  S t e i n b e r g  ( 1 9 6 4 )  f o u n d  t h a t  
s e g r e g a t e d  i n t e r n a l l y  t o  a l l  o f  t h e  o t h e r  c e l l  t y p e s ,  ' t o  
a l l  b u t  a n d  ^»c’’ t o  a l l  b u t  a n d  " b ^ ' , e t c . ,  e . g .
a < b - < c  < d  < 0  < f .  The  p o s i t i o n  f i n a l l y  t a k e n  u p  by one 
c e l l  t y p e  was s u g g e s t e d  t o  b e  s m e a s u r e  o f  i t s  r e l a t i v e  
a d h e s i v e n e s s ,  w i t h  t h e  m or e  a d h e s i v e  c e l l s  t a k i n g  up  i n t e r n a l  
p o s i t i o n s .
3)  8 o r t i n g  c a t  a s  a m e a s u r e  o f  s p e c i f i c  a d h e s i o n
S e v e r a l  o b j e c t i o n s  may b e  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  u s e  o f  t h e  
s o r t i n g  /
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s o r t i n g  o u t  ph en o m en o n  a s  s m e a s u r e  o f  c e l l u l a r  a d h e s i v e n e s s , 
o r  a s  e v i d e n c e  o f  s p e c i f i c  a d h e s i o n .  F i r s t ,  S t e i n b e r g  ( 1 9 7 0 )  
h a s  p o s t u l a t e d  t h a t  b o t h  m u t u a l  a d h e r e n c e  a n d  r e l a t i v e  m o t i l i t y  
o f  t h e  c e l l s  a r e  e s s e n t i a l  t o  t h e  a r g u m e n t  t h a t  s e g r e g a t i o n  
a n d  p o s i t i o n i n g  a r e  f u n c t i o n s  o f  c e l l u l a r  a d h e s i v e n e s s .
H o w e v e r ,  c e l l s  i n  m i x e d  a g g r e g a t e s  i n  s u s p e n s i o n  h a v e  n e v e r  
b e e n  shown t o  be  m o t i l e .
S e c o n d l y ,  t h e  t i m i n g  o f  e v e n t s  d u r i n g  a g g r e g a t i o n  may 
b e  i m p o r t a n t  i n  d e t e r m i n l n g  p o s i t i o n i n g  a n d  s e g r e g a t i o n .
C u r t i s  ( 1 9 6 1 , 1 9 7 0 b )  h a s  p u t  f o r w a r d  a t i m i n g  h y p o t h e s i s  w h e r e  
c e l l s  may c h a n g e  t h e i r  a d h e s i v e  p r o p e r t i e s  i n  t i m e .  I f  t h e  
t i m i n g  i s  d i f f e r e n t  b a t y / e e n  two  c e l l  t y p e s ,  one  may a g g r a g a t e  
f i r s t  a n d  b e  e n v e l o p e d  l a t e r  by  t h e  s e c o n d  c e l l  t y p e  g i v i n g  
t h e  a p p e a r a n c e  o f  s o r t i n g  o u t .
T h i r d l y ,  C u r t i s  a n d  V a r d e  ( 1 9 6 4 )  a n d  W e s t o n  a nd  
A b e r c r o m b i e  ( 1 9 6 7 )  h a v e  f o u n d  t h a t  t h e r e  i s  l i t t l e  d i s p l a c e m e n t  
o f  i n d i v i d u a l  c e l l s  i n  a 3 - d i m e n s i o n a l  a r r a y  p o s s i b l y  d u e  t o  
c o n t a c t  i n h i b i t i o n  o f  l o c o m o t i o n .  W e s t  on a n d  A b e r c r o m b i e ( 1 9 6 7 )  
f o u n d  t h a t  f u s e d  t i s s u e  f r a g m e n t s  o f  d i f f e r e n t  t y p e  o c c a s i o n ­
a l l y  t e n d e d  t o  f o r m  a g g r e g a t e s  w i t h  on e  t i s s u e  t y p e  f u s i n g  t o  
a n d  t h e n  e n v e l o p i n g  t h e  o t h e r  g i v i n g  t h e  a p p e a r a n c e  o f  ’^ s o r t i n g  
o u t ” .
I f  c e l l s  p r o v e  t o  b e  m o t i l e  i n  A g g r e g a t e s  t h e  a p p e a r a n c e
o f  /
of  s o r t i n g  o u t  c o u l d  b e  a d e q u a t e l y  e x p l a i n e d  i f  a phenomeno n  
s u c h  as  s p e c i f i c  c o n t a c t  i n h i b i t i o n  o r  c h a m o t s x i s  f u n c t i o n s .  
F i n a l l y ,  S t e i n b e r g  ( 1 9 6 4 )  h a s  s u g g e s t e d ,  a s  e x p l a i n e d  
a b o v e ,  t h a t  t h e  c o n c e p t  o f  s p e c i f i c  a d h e s i o n  i s  n o t  t h e  o n l y  
p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  r o l e  o f  a d h e s i o n  i n  s o r t i n g  o u t ,  
C u r t i s  ( 1 9 7 0  s , b , c )  m e a s u r e d  t h e  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c i e s  
o f  m i x t u r e s  o f  t h e  c e l l s  o f  t h i ‘ee d i f f e r e n t  s p o n g e  s p e c i e s ,  
a n d  o f  m i x t u r e s  o f  c h i c k  e m b r y o n i c  n e u r a l  r e t i n a e  a n d  l i v e r  
c a l l s  a n d  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  i s  l i t t l e  e v i d e n c e  f o r  
s p e c i f i c  a d h e s i o n  among t h e s e  c e l l  t y p e s  ( s e e  b e l o w  h o w e v e r ) .  
C u r t i s  f o u n d  t h a t ,  a t  m o s t ,  a b o u t  1 0 ^  o f  t h e  c e l l s  m i g h t  
d i s p l a y  s p e c i f i c  a d h e s i o n ,  t h i s  b e i n g  t h e  e r r o r  o f  t h e  m e t h o d .  
The  t e c h n i q u e  u s e d  by C u r t i s  ( 1 9 6 9 ,  1 9 7 0 a ) ,  t o  m e a s u r e  s p e c i f i c  
a d h e s i o n  o f f e r s  t h e  a d v a n t a g e s  t h a t  i t  m e a s u r e s  a d h e s i v e n e s s  
d i r e c t l y  by t h e  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c i e s  o f  t h e  c e l l  t y p e s  a n d  
d o e s  n o t  d e p e n d  on i d e n t i f i c a t i o n  ( n o t  a l w a y s  u n e q u i v o c a l )  o f  
t h e  i n d i v i d u a l  c e l l  t y p e s  ( C u r t i s  1 9 7 0 a ) ,
C.  M e ch a n i s m s  o f  s p e c i f i c  a d h e s i o n  
1)  M o d e l s  o f  c e l l  s u r f a c e  I n t e r a c t i o n s
T y l e r  ( 1 9 4 6 )  a n d  W e i s s  ( 1 9 4 7 ) ,  i n  a d d i t i o n  t o  s u g g e s t i n g  
t h a t  c e l l s  a d h e r e d  s p e c i f i c a l l y ,  d r ew  a n  a n a l o g y  w i t h  t h e  
i n t e r a c t i o n s  o f  a n t i b o d i e s  a nd  a n t i g  ons and  p r o p o s e d  t h a t  c e l l s  
c o u l d  a d h e r e  by s p e c i f i c  a n t i g e n  a n d  a n t i b o d y - l i k e  m o l e c u l e s  
on /
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on t h e i r  s u r f a c e s .  I n  e l l ,  t h e r e  h a v e  b e e n  a t  l e a s t  t h r e e  
m o d e l s  p r o p o s e d  f o r  s p e c i f i c  a d h e s i o n  by  c e l l  s u r f a c e  m o l e c u l a r  
i n t e r a c t i o n  a n d  t h e y  e a c h  t a k e  one  o f  t h e  f o l l o w i n g  f o r m s ,  
e )  C o m p l e m e n t a r y  s i t e  m e c h a n i s m :  w h e r e  o n e  c o m p o n e n t  on t h e  
s u r f a c e  o f  one  c e ] !  s p e c i f i c a l l y  b i n d s  t o  a d i f f e r e n t  c o m p o n e n t  
on a n o t h e r  c e l l .  b )  S y m m e t r i c a l  s i t e s :  a c e m e n t ” o r  m o l e c u l e  
i s  s p e c i f i c a l l y  bo u n d  t o  a s i t e  on e a c h  c e l l ' s  s u r f a c e ,  much 
l i k e  immune a g g l u t i n a t i o n  o r  h e m a g g l u t i n a t i o n ,  c )  d o s e m a n
( 1 9 7 0 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  i d e n t i c a l  ( p o l y s a c c h a r i d e )  c o m p o n e n t s  
on t h e  c e l l  s u r f a c e  may b i n d  i n t e r c e l l u l a r l y  by h y d r o g e n  
b o n d i n g .
a ,
Q—— b
b ,
•b-a
c .
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B) Complemen t a r y  s i t e  m e c h a n i s m  '
a )  Y e a s t  mat ing;  s t r a i n s
A l t h o u g h  t h i s  m e c h a n i s m  was o r i g i n a l l y  p r o p o s e d  by 
T y l e r  ( 1 9 4 7 )  and  W e i s s  ( 1 9 4 7 )  t o  e x p l a i n  t h e  b e h a v i o u r  o f  
a n i m a l  c e l l s  , t h e  m o s t  u n e q u i v o c a l  e x a m p l e  o f  t h i s  ( - a - b -  ) 
t y p e  o f  a d h e s i o n  comes f r o m  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  m a t i n g  s t r a i n s  
o f  t h e  y e a s t  H s n s e n u l a  w i n p i e i . B r o c k  ( 1 9 6 5 )  a n d  T a y l o r  an d  
O r t o n  ( 1 9 6 7 )  h a v e  f o u n d  t h a t  t h e  c e l l  w a l l  o f  e a c h  s t r a i n  
c o n t a i n s /
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c o n t a i n s  s  g l y c o p r o t e i n  w h i c h  b i n d s  s p e c i f i c a l l y  t o  e d i f f e r e n t  
g l y c o p r o t e i n  on t h e  s u r f a c e  o f  t h e  c o m p l e m e n t a r y  g a m e t e  ( B r o o k  
1 9 5 8 ,  T a y l o r  1 9 6 4 ) .  The g l y c o p r o t e i n s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  
t h e  c e l l  w a l l s  a n d  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  c a p a b l e  o f  i n h i b i t i n g  
a d h e s i o n  b e t w e e n  c o m p l e m e n t a r y  g a m e t e s  ( C r a n d a l l  e n d  B r o c k
1 9 6 8 ) .
b )  C h i c k  a n d  mouse  e m b r y o n i c  c e l l s .
( i ) E v i d e n c e  f o r  s n e c i f i c  a d h e s i o n
S t r o n g  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  s p e c i f i c  o r  s e l e c t i v e  
a d h e s i o n  b e t w e e n  c h i c k  o r  mouse  c e l l  t y p e s  h a s  b e e n  o b t a i n e d  
by d o t h  a n d  Yf e s t  on ( 1 9 6 7 )  e n d  d o t h  ( 1 9 6 8 ) .  I n  t h e i r  e x p e r i m e n t s  
c e l l s  f r o m  v a r i o u s  t i s s u e s  o f  t h e  embryo w e r e  l a b e l l e d  w i t h  
^ H - t h y m i d i n e  i n  v i v o  a n d  t h e n  a d d e d  t o  s u s p e n s i o n s  o f  t i s s u e  
f r a g m e n t s  o r  p r e f o r m e d  a g g r e g a t e s  i n  a g r o w t h  medium.  C e l l s  o f  
one  t y p e  w e r e  a d d e d  t o  a g g r e g a t e s  o f  t h e  same or  d i f f e r e n t  
t y p e .  The  num be r  o f  l a b e l l e d  c e l l s  c o l l e c t e d  by  t h e  a g g r e g a t e s  
o v e r  a p e r i o d  o f  t i m e  was m e a s u r e d  by  c o u n t i n g  c e l l s  i n  a u t o ­
r a d i o g r a p h s  o f  s e c t i o n e d  a g g r e g a t e s .  T h e i r  r e s u l t s  sh ow ed  
t h a t  a g g r e g a t e s  s h a k e n  w i t h  h o m o t y p i c  c e l l s  i n  r e c i p r o c a l  
e x p e r i m e n t s  c o l l e c t e d  m or e  c e l l s  t h a n  t h o s e  i n  h e t e r o t y p i c  
c o m b i n a t i o n s ,
T h i s  t e c h n i q u e  i s  t h e  m os t  d i r e c t  o f  a n y  u s e d  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  s p e c i f i c  a d h e s i o n  s i n c e  t h e  o n l y  p a r a m e t e r  
m e a s u r e d  I s  t h e  number  o f  c e l l s  c o l l e c t e d  by  t h e  A g g r e g a t e s .
T h e /
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The  a u t h o r s  a l s o  f o u n d  t h a t  t h e r e  v /e re  two p h a s e s  o f  
c o l l e c t i o n .  I n  t h e  f i r s t  p h a s e ,  n o n - s p e c i f i c  a g g r e g a t i o n  was 
f o u n d  b e t w e e n  d i s p e r s e d  c e l l s  o f  c h i c k  l i v e r  and  n e u r a l  r e t i n a .  
D u r i n g  t h e  s e c o n d  p h a s e ,  a f t e r  4 o r  5 h o u r s ^ o f  I n c u b a t i o n ,  n o n ­
s p e c i f i c  c e l l - c e l l  a d h e s i o n  c e a s e d .  Some c o n d i t i o n s  o f  
m e t a b o l i c  i n h i b i t i o n  ( e . g .  low t e m p e r a t u r e  o r  p u r o n i y c l n )  
r e d u c e d  o r  p r e v e n t e d  t h e  o n s e t  o f  c o m p l e t e  s p e c i f i c  a d h e s i o n  
d ' o r i n g  t h e  s e c o n d  p h a s e .
The  u s e  o f  c o n d i t i o n e d  medium h a l t e d  o r  r e v e r s e d  t h e  
e f f e c t s  o f  i n h i b i t i o n  ( s e e  l a t e r )  a n d  p r o m o t e d  g r e a t e r  a n d  
e a r l i e r  c o l l e c t i o n .  On t h e  b a s i s  o f  t h e s e  f i n d i n g s ,  R o t h  
( 1 9 6 8 )  s u g g e s t e d  t h a t  two  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  a d h e s i v e  compon­
e n t s  e x i s t e d  on t h e  c a l l  s u r f a c e ;  one  f o r  s p e c i f i c  a d h e s i o n  a n d  
one  f o r  n o n - s p e c i f i c  a d h e s i o n ,
C u r t i s  ( 1 9 7 0 b )  h a s  c r i t i c i s e d  t h e  c o n c l u s i o n s  w h i c h  R o t h  
a n d  W e s t o n  ( 1 9 6 7 )  a nd  R o t h  ( 1 9 6 8 )  h a v e  d r a w n  f r o m  t h e i r  
e x p e r i m e n t s  a n d  h a s  s u go^ es t ad  t h a t  s i n c e  o n l y  s m e l l  p r o ­
p o r t i o n s  o f  t h e  t o t a l  c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  w e r e  c o l l e c t e d  by 
a g g r e g a t e s  ( R o t h  1 9 6 8 ) ,  t h e r e f o r e  s p e c i f i c  a d h e s i o n  was a 
p r o p e r t y  o f  o n l y  a s m a l l  m i n o r i t y  o f  t h e  c e l l  p o p u l a t i o n .
On t h e  o t h e r  h a n d ,  i t  may be  t h a t  t h e  d i s p e r s e d  c e l l s  w o u l d ,  
b e c a u s e  o f  t h e i r  g r e a t e r  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n ,  a g g r e g a t e  
r a p i d l y  a nd  e x t e n s i v e l y  among t h e m s e l v e s  and  n o t  t o  p r e -  
fozTned /
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f o r m e d  i3o;jr<r é p a t a s  . T h u s ,  p r e - f o r m e d  ap-crres-at as  niin'ht make
•*^3 V.Z3 r  J* s _ ‘. p  V
o n l y  a f e w  a d h e s i o n s  t o  n e w l y  f o r m e d  a g g r e g a t e s  o f  l a b e l l e d  
c e l l s  b u t  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  c o l l e c t e d  w o u l d  b e  e x a g g e r a t e d  
by t h e  n u m b e r  o f  l a b e l l e d  c e l l s  m a n a g i n g  t o  a g g r e g a t e  a n d  t h e  
p r o p o r t i o n  o f  s p e c i f i c a l l y  a d h e r e n t  c e l l s  w o u l d  b e  o v e r ­
e s t i m a t e d ,
C u r t i s  ( 1 9 7 0 b )  h a s  a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  
f r e s h ,  t r y p s i n - d i s p e r s e d  c e l l  s u s p e n s i o n s  t o  s u s p e n s i o n s  o f  
a g g r e g a t e s  by R o t h  a n d  Vf es  t o n  ( 1 9 6 7 )  may a l s o  c a r r y  o v e r  e n o u g h  
t r y p s i n  t o  m o d i f y  t h e  a d h e s i v e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  a g g r e g a t e s ^  
s u r f a c e .  H o w e v e r ,  R o t h  and  Y/es ton  ( 1 9 6 7 )  u s e d  a g r o w t h  medium 
* w h i c h  c o n t a i n e d  embryo  e x t r a c t  a n d  i t s  t r y p t i c  i n h i b i t o r y  
p r o p e r t i e s  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  ( Y / e l l l s  e t  a l  1 9 6 9 ) ,
( i l )  S p e c i f i c  a d h e s i o n  m e c h a n i s m  o f  c h i c k  e m b r y o n i c  
r e t i n a l  c a l l s
R o s e m s n  ( 1 9 7 0 )  p r o p o s e d  a n o v e l  m e c h a n i s m  f o r  s p e c i f i c  
a d h e s i o n ,  i n v o l v i n g  a n  e n z - y m e - s u b s t r a t e  c o m p l e x .  T h i s  c a n  
p e r h a p s  b e  v i e w e d  a s  a n  e xa m pl e  o f  a c o m p l e m e n t a r y  s i t e  
m e c h a n i s m ,  I T e u r s l  r e t i n a l  c e l l s  w e r e  a b l e  t o  i n c o r p o r a t e  
g a l a c t o s e ,  f r o m  e x t e r n a l l y  a d d e d  T J H P - g a l a c t o s e ,  i n t o  macro*- 
m o l e c u l a r  f o r m  a t  t h e  c e l l  s u r f a c e ,  O T P - g l u e o s a  d i d  n o t  
c o m p e t e ,  a n d  t h e  g a l a c t o s e  i n c o r p o r a t e d  c o u l d  b e  r e c o v e r e d  a s  
g a l a c t o s  e„
The  I n c o r p o r a t i o n  was n o t  m e r e l y  by l e a k y  c e l l s  s i n c e  
a u t o r a d i o g r a p h y  /
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a u t o r a d i o g r a p h y  show ed  t h a t  o v e r  90/b o f  t h e  c e l l s  became 
l a b e l l e d  i f  i s o t o p i c  U D P - g a l a c t o s e  was u s e d .  C e l l s  w o u l d  a l s o  
c a t a l y z e  t h e  t r a n s f e r  o f  U i ^ P - g a l a c t o s e  t o  e x o g e n o u s  s p e c i f i c  
g a l a c t o s e  a c c e p t o r s .  T h u s  t h e  s p e c i f i c  g a l a c t o s y l  t r a n s f e r a s e  
seems t o  e x i s t  on t h e  c e l l  s u r f a c e  a n d  t o  e f f e c t  r e a c t i o n s  
o u t s i d e  t h e  c e l l .
I n v o l v e m e n t  o f  t h e  enzyme i n  s p e c i f i c  a d h e s i o n  was 
s u g g e s t e d  by  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  g a l a c t o s e  a c c e p t o r s  ( o f  h i g h  
a n d  low  m o l e c u l a r  w e i g h t )  i n h i b i t e d  t h e  c o l l e c t i o n  o f  n e u r a l  
r e t i n a  c e l l s  b y  n e u r a l  r e t i n a  a g g r e g a t e s  i n  t h e  s y s t e m  d e s c r i b e d  
by R o t h  a n d  W e s t o n  ( 1 9 6 7 ) .
W i t h  t h i s  e v i d e n c e ,  R o s e m a n  ( 1 9 7 0 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  
c h i c k  e m b r y o n i c  n e u r a l  r e t i n a  a d h e s i o n  i s  d u e  t o  t h e  f o r m a t i o n  
o f  a n  e n z y m e - s u b s t r a t e  c o m p l e x  b e t w e e n  t h e  enzymes  on one  
c e l l  a n d  g a l a c t o s e  a c c e p t o r s  on t h e  o t h e r  c e l l s  s u r f a c e .  S u c h  
an  a c c e p t o r  m i g h t  b e  a n  i n c o m p l e t e  g l y c o l i p i d  o r  g l y c o p r o t e i n .  
The  a d h e s i o n  w o u l d  b e  t e r m i n a t e d  by t h e  p r e s e n c e  o f  TOP- 
g a l a c t o s e  ( a n  e x a m p l e  o f  c o n t a c t  m o d i f i c a t i o n ^ ^ , s e e  H ak om or i  
1 9 7 0 ) ,
3 )  S y m m e t r i c a l  s i t e  m o d e l s
I n  t h e  e x a m p l e s  c i t e d  b e l o w ,  e v i d e n c e  h a s  b e e n  o b t a i n e d  
w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  i s  a f u n c t i o n  o f  
a /
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8 c e l l  s u r f a c e  ^^cement^*, The  c e m e n t  may b e  a n a l o g o u s  t o  
b i v a l e n t  a n t i b o d y  w h i c h  s p e c i f i c a l l y  a g g l u t i n a t e s  two  c e l l s .
I n  some c a s e s ,  s p e c i f i c  d i v a l e n t  c a t i o n s  h a v e  b e a n  t h o u g h t  t o  
a c t  S3 a d h e s i v e  ^ ^ b r i d g e s "  b e t w e e n  c e l l s .  I n  o r d e r  t o  I n v o k e  
t h e  s y i m n e t r i c a l  s i t e  m o d e l ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  i d e n t i f y  b o t h  
t h e  c e l l  s u r f a c e  c o m p o n e n t  a n d  t h e  i n t e r c e l l u l a r  co m p o n e n t  o f  
t h e  a d h e s i o n .  S p e c i f i c i t y  m u s t  r e s i d e  i n  b o t h .  H o w e v e r , u n l i k e  
a n t i b o d y - a n t i g e n  i n t e r a c t i o n s ,  i n  no  e x a m p l e  i n v e s t i g a t e d  s o  
f a r  h a s  t h e  e x i s t e n c e  o f  a s e c o n d  c o m p o n e n t  b e e n  p r o v e n ,
( a )  The  p l a t e l e t s
The b e h a v i o u r  o f  p l a t e l e t s  i s  one o f  f e w  e x a m p l e s  w h e r e  
a g g r e g a t i o n  v i t r o  c a n  b e  shown t o  d e p e n d  on t h e  same 
m e c h s n i s m  w h i c h  c a u s e s  a d h e s i o n  i n  v i v o  ( B e g e n t  e n d  B o r n  1 9 7 0 ) ,  
I n  s t u d i e s  o f  m o s t  o t h e r  c e l l  t y p e s ,  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
t h e  two  r e m a i n s  s p e c u l a t i v e .
P l a t e l e t  a d h e s i o n  i s  i n i t i a t e d  by  r e a c t i o n  w i t h  AiOP 
i n  t h e  mediu m.  T h e  f i r s t  s t a g e  o f  t h i s  r e a c t i o n  i n v o l v e s  
m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  p l a t e l e t  s h s p a  a n d  t h e i r  a g g r e g a t i o n  
i n t o  l o o s e  c l u s t e r s .  F i b r i n o g e n  a n d  c a l c i u m  a r e  b o t h  r e q u i r e d  
f o r  c l u s t e r  f o r m a t i o n  and i t  i s  b e l i e v e d  t h a t  t h e y  b i n d  
p l a t e l e t s  t o g e t h e r  by  i o n i c  f o r c e s  ( B o r n  a n d  G r o s s  1 9 6 3 ,  C r o s s  
1 9 6 4 ,  B o r n  1 9 6 8 ) .
( b)  S p o n ge efz^rep^a11 on
( i ) /
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( i )  I jVldenoe  f o r  s p e c i f i c  s d h e a l o n  gmo n g sponpre c e l l s  
Two k i n d s  o f  o b s o r v a t l o n e  h a v e  l e d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  
t h a t  s p e c i f i c  a d h e s i o n  i s  i m p o r t a n t  i n  s p o n g e  c a l l  b e h a v i o u r .  
F i r s t l y ,  V / i l s o n  ( 1 9 0 7 )  f o u n d  t h a t  c e r t a i n  s p o n g e s ,  when 
d i s s o c i a t e d  a n d  p l a t e d o u t  on g l a s s ,  r e a g g r e g a t e d , I f  c e l l s  
f r o m  more  t h a n  one  s p e c i e s  w e r e  I n c l u d e d , t h e n  a f t e r  r e a g g r e g -  
a t i o n ,  t h e  c e l l s  s o r t e d  o u t  a n d  r e c o n s t i t u t e d  s m a l l , c o m p l e t e  
s p o n g e s  o f  e a c h  s p e c i e s .  S e c o n d l y ,  Humphreys  ( 1 9 6 3 )  f o u n d  
t h a t  m i x t u r e s  o f  c e l l s  o f  tw o  s p e c i e s  ( M i c r o c i o n a  a n d  Ha l i e I o n a ) 
a g g r e g a t e d  i n t o  c l u m p s  o f  e i t h e r  one s p e c i e s  o r  t h e  o t h e r  as  
d e t e c t e d  by t h e  s p e c i e s  s p e c i f i c  c o l o u r  o f  t h e  a g g r e g a t e s .
W i l s o n ' s  ( 1 9 0 7 )  t e s t  f o r  s p e c i f i c i t y  c a n  be  c r i t i c i s e d  
on t h e  g r o u n d s  t h a t  c e l l  a d h e s i o n  c o u l d  b e  s e l e c t i v e  r a t h e r  t h a n  
s p e c i f i c  a n d  t h a t  t h e  s o r t i n g  o u t  o f  c e l l  t y p e s  may p e r h a p s  
b e  a r e s u l t  o f  o t h e r  phen om ena  ( e . g .  c o n t a c t  i n h i b i t i o n ,  s e e  
p r e v i o u s l y ) .
H u m p h r e y s ' ( 1 9 6 3 )  i n t e r p r e t a t i o n s  w e r e  b a s e d  on t h e  
r e s u l t s  o f  e x p e r i m e n t s  u s i n g  g y r a t o r y  a g i t a t i o n  a nd  m e a s u r i n g  
f i n a l  a g g r e g a t e  s i z e .  The  a u t h o r  h a s  n o t  r u l e d  o u t  t h e  
p o s s i b i l i t i e s  t h a t  t h e s e  t e c i o n i q u e s  i n t r o d u c e d  a r t e f a c t s  ( e . g .  
t h e  t i m i n g  h y p o t h e s i s ,  C u r t i s  1 9 6 1 ,  1 9 7 0 b ,  c o m b i n e d  w i t h  
s e g r e g a t i o n  o f  c e l l s  f r o m  a g g r e g a t e s  i n  g y r a t o r y  f l a s k s ,  R o t h  
a n d  W e s t o n  1 9 6 7 ,  s e e  p r e v i o u s l y ) .  I n  a d d i t i o n ,  Humphi^eys 
( 1 9 6 3 ) /
( 1 9 6 3 )  i d e n t i f i e d  t h e  c e l l  s by  t h e i r  s p e c i e s  s p e c i f i c  
p i g n i e n t s t i o n .  I f  a l l  t h e  c e l l s  a r e  n o t  c o l o u r e d  t h e n  a m i s ­
l e a d i n g  i n d i c a t i o n  of  t h e  amount  o f  s e l e c t i v e  a d h e s i o n  may 
r e s u l t  f r o m  o b s e r v i n g  o n l y  t h e  c e l l s  i n  p i g m e n t e d  a g g r e g a t e s ,  
C u r t i s  ( 1 9 7 0 a ,  c )  m e a s u r i n g  t h e  i n t e r c e l l u l a r  c o l l i s i o n  
e f f i c i e n c i e s  i n  i n t e r s p e c i e s  m i x t u r e s ,  f o u n d  no e v i d e n c e  o f  
S p e c i f i c  a d h e s i o n  w i t h  t h e s e  o r  o t h e r  s p e c i e s  ( s e e  p r e v i o u s l y ) .
( i i )  The  m e c h a n i s m  o f  s p o n g e  c e l l ,  a d h e s i o n  
S p o n g e  c e l l s  w h i c h  w e r e  m e c h a n i c a l l y  d i s s o c i a t e d  f r o m  
t i s s u e  r e a g g r e g a t e d  r a p i d l y ,  e x t e n s i v e l y  a n d  i n d e p e n d e n t l y  
o f  t e m p e r a t u r e ,  ( Hum phrey s  1 9 6 3 ) .  H o w e v e r ,  i f  t h e  t i s s u e s  
w e r e  d i s s o c i a t e d  by w a s h i n g  i n  m e d ia  f r e e  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s ,  
s u b s e q u e n t  a g g r e g a t i o n  f o l l o w e d  a d i f f e r e n t  t i m e  c o u r s e .
S m a l l  a g g r e g a t e s  w e r e  p r o d u c e d  i n i t i a l l y  b u t  more  e x b e n s i v e  
a g g r e g a t i o n  was d e p e n d e n t  on t e m p e r a t u r e ,  l o n g  p e r i o d s  o f  
i n c u b a t i o n  i n  c u l t u r e  a nd  c a l c i u m  o r  m a g n e s i u m  i n  t h e  medium.
A g g r e g a t i o n  ( i . e .  j u d g e d  by f i n a l  a g g r e g a t e  s i z e )  was 
e n h a n c e d  b y  a d d i t i o n  o f  t h e  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  f r e e  medium 
i n  w h i c h  t h e  c e l l s  h a d  b e e n  d i s a g g r e g a t e d .  A f t e r  t h i s  
a d d i t i o n ,  a g g r e g a t i o n  was t e m p e r a t u r e  i n d e p e n d e n t  (Humphreys  
1 9 6 3 ) .
T h i s  l a d  Humphreys  ( 1 9 6 3 )  t o  c o n c l u d e  t h a t  a f a c t o r ,  
t o g e t h e r  w i t h  c a l c i u m  i n  t h e  medium c a u s e d  c e l l  a d h e s i o n  by  
a c t i n g  a s  a n  i n t e r c e l l u l a r  l i n k  o r  c e m e n t .
T h e /
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The  a c t i v e  w a s h i n g  e x t r a c t  was p u r i f i e d  end  e x a m i n e d  
by u l t r a c e n t r i f u g s t I o n  a n d  Humphreys  ( 1 9 6 5 )  c o n c l u d e d  t h a t  i t  
c o n t a i n e d  a p a r t i c u l a t e  g l y c o p r o t e i n .  T h e  f a c t o r  p r o b a b l y  
o r i g i n a t e d  f r o m  t h e  c a l l  s u r f a c e  d u r i n g  t h e  w a s h i n g  p r o c e d u r e  
s i n c e  Humphreys  ( 1 9 6 5 )  h as  shown t h a t  h o m o g e n i z e d  c e l l s  
r e l e a s e d / n o  d e t e c t a b l e  f a c t o r .  The f a c t o r  was h e a t  l a b i l e  
end  n o n - d i a l y z a b l a  b u t  i n  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  t h e  p r e s e n c e  o f  
t h e  g l y c o p r o t e i n  c o u l d  n o t  be  c o r r e l a t e d  w i t h  a g g r e g a t i o n -  
e n h a n c i n g  a c t i v i t y  (H um ph re ys  1 9 6 9 ) ,
Hum ph re ys  ( 1 9 6 3 )  h a s  shown t h a t  t h e  f a c t o r  o p e r a t e s  
s p e c i e s  s p e c i f i c a l l y ,  J i l x t r s c t s  f r o m  on e  c a l l  t y p e  w i l l  n o t  
e n h a n c e  a g g r e g a t i o n  o f  a n y  o t h e r  c e l l  t y p e .
T h e  e f f e c t  o f  t h e  f a c t o r  on c e l l  a g g r e g a t i o n  i s  n o t  i n -  
c o n s i s t e n t  w i t h  o t h e r  m e c h a n i s m s  w h i c h  m i g h t  I n c r e a s e  a g g r e g a t e  
s i z e .  F o r  e x a m p l e ,  i t  may f u n c t i o n  t o  i n c r e a s e  a g g r e g a t e  s i z e  
by  e n h a n c i n g  c e l l  p h y s i o l o g y  and  t h e  m e t a b o l i s m  of  c e l l u l a r  
a d h e s i v e  c o m p o n e n t s ,  Humphreys  ( 1 9 6 3 ,  1 9 6 9 )  b e l i e v e s  t h e  
f a c t o r  a c t s  a s  a c e m e n t  and  s p o n g e  c e l l  a d h e s i o n  h a s  b e e n  
d i s c u s s e d  a s  a mo de l  s y s t e m  i n  t h e s e  t e r m s  ( L i l i a n  1 9 6 9 ) ,  
H o w e v e r ,  t h e  c o n n e c t i o n  b e t w e e n  t h e  f a c t o r  a n d  t h e  s y m m e t r i c a l  
s i t e  mode l  h a s  n o t  b e e n  r i g o r o u s l y  e s t a b l i s h e d ,  n o r  h a s  t h e  
f u n c t i o n  o f  c a l c i u m  i n  t h i s  s y s t e m .  A l t h o u g h  Humphreya ( 1 9 6 3 )  
h a s  /  .
y o ,
h a s  s u g g e s t e d  t h a t  c a l c i u m  a c t s  by s p e c i f i c a l l y  b i n d i n g  
c o m p l e m e n t a r y  g r o u p s  b e t w e e n  c e l l s  a n d  f a c t o r  (Humphrey s  1 9 6 3 ,  
1 9 7 0 )  h as  f o u n d  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  f a c t o r  i s  
i r r e v e r s i b l y  d e s t r o y e d  i n  t h e  c o m p l e t e  a b s e n c e  o f  c a l c i u m .
T h i s  may i n d i c a t e  t h a t  c a l c i u m  i s  i m p o r t a n t  i n  s t a b i l i z i n g  t h e  
m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  o f  t h e  f a c t o r  ( s e e  l a t e r ) ,
( c )  The  r o l e s  o f  c a l c i u m  a n d  c o n d i t i o n e d  medium
Ro ux  ( 1 8 9 4 )  a n d  H e r b s t  ( 1 9 0 0 )  d i s c o v e r e d  t h a t  e m b r y o n i c  
a m p h i b i a n  a n d  s e a  u r c h i n  c e l l s  d i s  a g g r e g a t e d  when p l a c e d  i n  
m e d i a  f r e e  o f  c a l c i u m  a nd  m a g n e s i u m .  S i n c e  t h e n ,  o t h e r  w o r k e r s  
h a v e  f o u n d  t h a t  e m b r y o n i c  a v i a n  a n d  m a m m a l ia n  t i s s u e s  a r e  a l s o  
m ore  e a s i l y  d i s p e r s e d  i n  m e d i a  l a c k i n g  d i v a l e n t  c a t i o n s  o r  
a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  c h e l a t i n g  r e a g e n t s  ( e . g .  EDTA) ( 2 w i l l i n g  
1 9 5 4 ,  C u r t i s  a n d  G r e a v e s  1 9 6 5 ) .  ( S e e  d i s c u s s i o n  o f  D i s -  
a g g r e g a t i o n  p r e v i o u s l y ) .
F o r  t h e s e  r e a s o n s ,  c e l l  a d h e s i o n  h a s  b e e n  t h o u g h t  t o  be  
d e p e n d e n t  on c a l c i u m  and  m a g n e s i u m .  S e v e r a l  w o r k e r s  h a v e  
s u g g e s t e d  t h a t  c a l c i u m  a c t s  by b r i d g i n g  a n i o n i c  m . o l e c u l e s  on 
t h e  c e l l  s u r f a c e s  o r  b e t w e e n  c e l l s  a n d  i n t e r c e l l u l a r  c e m e n t  
(Goman 1 9 5 4 ,  Banghsm a n d  P e t h i c a  1 9 6 0 ,  S t e i n b e r g  1 9 5 8 , 1 9 6 8 ) ,  
C a l c i u m  h a s  b e e n  c l a i m e d  t o  b e  more e f f e c t i v e  t h e n  o t h e r  c a t i o n s  
i n  t h i s  r e g s ^ R  ( S t e i n b e r g  1 9 6 8 ) ,
C u r t i s  /
9 4 ,
C u r t i s  ( 1 9 6 2 ,  1 9 6 6 )  h s s  s u c f g e s t o d t h e t  d i v a l e n t  c a t i o n s  
f u n c t i o n  a s  c o u n t e r i o n s  t o  t h e  r e p u l s i v e  c a l l  s u r f a c e  c h a r g e .  
T h i s  s u g g e s t i o n  h a s  b e a n  more  f u l l y  r e v i e w e d  a b o v e ,
S t e i n b e r g  ( 1 9 6 2 )  a t t e m p t e d  t o  i d e n t i f y  t h e  e f f e c t  o f  
c a l c i u m  on c e l l  a d h e s i o n  a n d  d i f f e r e n t i e t e  b e t w e e n  t h e  p r o p o s e d  
r o l e s  I n  e i t h e r  c o u n t e r i o n  o r  i o n i c  b o n d i n g .  S t e i n b e r g  ( 1 9 6 2 )  
m e a s u r e d  t h e  r e a g g r e g a t i o n  o f  c e l l s  o f  WTA d i s s o c i a t e d  
a m p h i b i a n  t i s s u e  a s  a f u n c t i o n  o f  pH, The  pH d e p e n d e n c y  o f  
c a l c i u m  b i n d i n g  t o  t h e  c e l l s  was a l s o  m e a s u r e d  by  t h e  u s e  o f  
r a d i o a c t i v e  c a l c i u m  S t e i n b e r g  ( 1 9 6 2 )  f o u n d  t h a t  r e -
a g g r e g a t i o n  was b e s t  a t  pH 6 - 1 0  a n d  t h a t  b i n d i n g  was
m a x i m a l  a t  pH 7-»3, He i n t e r p r e t e d  h i s  r e s u l t s  t o  mean  t h a t  
a n i o n i c  s i t e s  ( c a r b o x y l  g r o u p s )  w e r e  b i n d i n g  c a l c i u m  and  t h a t  
c a l c i u m  c a u s e d  c e l l s  t o  a d h e r e  by b r i d g i n g  c a r b o x y l  g r o u p s  
on o p p o s i t e  c e l l s .
T h r e e  c r i t i c i s m s  may b e  l e v e l l e d  a t  S t e i n b e r g ' s  
c o n c l u s i o n s ,
i )  S t e i n b e r g  ( 1 9 6 2 )  t e s t e d  r e - a g g r e g a t i o n  by t h e  u s e  o f  t h e  
m i g r a t i o n  s y s t e m ,  C u r t i s  ( 1 9 6 3 )  h a s  sh o w n  t h a t  no c e l l u l a r  
l o c o m o t i o n  i s  d e t e c t a b l e  a t  a pH l o w e r  t h a n  4 ,  I t  i s  p r o b a b l e  
t h a t  c e l l  l o c o m o t i o n  i s  pH d e p e n d e n t ,  a n d  s i n c e  a g g r e g a t i o n  i n  
t h e  m i g r a t i o n  s y s t e m  i s  a f u n c t i o n  o f  c e l l  m o b i l i t y ,  S t e i n b e r g ' s  
c o n c l u s i o n  may b e  i n  e r r o r ,
1 1)  /
9 5 .
i i )  S t e i n b e r g  m e a s u r e d  t h e  amount  o f  c e l l  b o u n d  c a l c i u m  a f t e r
4- 6e x p o s i n g  c a l l s  t o  t h e  Ga c o n t a i n i n g  s o l u t i o n  f o r  s f e w  
m i n u t e s ,  a l e n g t h  o f  t i m e  w h i c h  he  t h o u g h t  w o u l d  e l i m i n a t e  
t h e  p o s s i b i l i t y  o f  i n t r a c e l l u l a r  u p t a k e  o f  c a l c i u m .  H o w e v e r ,  
no e v i d e n c e  was p r e s e n t e d  t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  bo u n d  c a l c i u m  
was l i m i t e d  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  a n d  n o t  t o  i n t r a c e l l u l a r  s i t e s ,  
i l i )  The  p r e c i s e  c h e m i c a l  f o r m u l a t i o n  o f  S t e i n b e r g ' s  p r o p o s e d  
c a l c i u m - c s r b o x y l  g r o u p  i n t e r a c t i o n  i s  p u z z l i n g  s i n c e  t h e  
c a r b o x y l  g r o u p s  m o s t  p r o m i n e n t  on t h e  c e l l  s u r f a c e ,  s u c h  a s  
t h e  n e u r a m i n i c  a c i d s ,  h a v e  c a l c i u m  b i n d i n g  c o n s t a n t s  w h i c h  may
b e  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  a c e t a t e  w h e r e  K^,  f o r  m o s t  m e t h o d s ,  l i e s
n 0 77 *b e t w e e n  10 a n d  10 * ( S i l l e n  a n d  K a r t e l l ^ ) . I n  a d d i t i o n ,
t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  c e l l - c a l c i u m  c o m p l e x  p r o p o s e d  i s
-000*" OOG- f o r  w h i c h  t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  no c h e m i c a l
p r e c e d e n t  w h a t s o e v e r .
T he  p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t  o f  c a l c i u m  d e p l e t i o n  on c e l l  
a d h e s i o n  h a s  n o t  b e e n  c o n s i d e r e d .  I n  e x p e r i m e n t s  w h e r e  t h e  
f o r m a t i o n  o f  h i s t o t y p i c  a g g r e g a t e s  i s  u s e d  a s  t h e  c r i t e r i o n  o f  
a d h e s i v e n e s s  ( e . g .  Hum phr ey s  1963 )  t h e  l a c k  o f  c a l c i u m  d u r i n g  
p r o l o n g e d  p e r i o d s  o f  I n c u b a t i o n  may h a v e  a d e l e t e r i o u s  e f f e c t  
on c e l l  m e t a b o l i s m  a n d  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a d h e s i v e  c e l l  s u r f a c e .
C o n d i t i o n e d  medium h a s  b e e n  f o u n d  t o  e n h a n c e  c e l l  
a g g r e g a t i o n  ( R o t h  1 9 6 8 ,  L i l i a n  1 9 6 9 ) .  C u r t i s  a n d  G r e a v e s  ( 1 9 6 5 )  
a n d  /
9 6 ,
a n d  T a y l o r  ( 1 9 6 1 )  f o u n d  t h a t  s e r u m  was c a p a b l e  o f  i n h i b i t i n g  
c e l l  a d h e s i o n .  C u r t i s  e n d  G r e a v e s  ( 1 9 6 5 )  I s o l a t e d  a p r o t e i n  
c o m p o n e n t  o f  h o r s e  s e r u m  w h i c h  t h e y  s u g g e s t e d  was d e s t r o y e d  
by c e l l  m e t a b o l i s m .  I f  t h e  p r o t e i n  was n o t  d e s t r o y e d  ( e . g .  
a t  lo w  t e m p e r a t u r e s )  t h e n  i t  i n h i b i t e d  a g g r e g a t i o n .  O r r  an d  
R os em a n  ( 1 9 6 9 )  f o u n d  t h a t  a p r o t e i n  d e r i v e d  f r o m  h o r s e  s e r u m  
e n h a n c e  c h i c k  e m b r y o n i c  n e u r a l  r e t i n a l  c e l l  a g g r e g a t i o n ,  G e r b e r  
( 1 9 6 3 )  a n d  G l a e s e r  e t  a l  ( 1 9 6 7 )  f o u n d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  
a l m o s t  30m M o l a r  g l u c o s a m i n e  i n h i b i t e d  c h i c k  c e l l  a g g r e g a t i o n  
p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  t o x i c  p r o p e r t i e s  o f  t h i s  am ino  s u g a r  i n  
h i g h  c o n c e n t r a t i o n s ,
D,  O t h e r  C a l l  s u r f a c e  a d h e s i v e  c o m p o n e n t s
C e l l s  o f  some o f  t h e  s l i m e  m o l d s  a n d  o f  a mouse  t e r a t o m a  
l i n e  h a v e  b e e n  r e c e n t l y  sho wn t o  p r o d u c e  c e l l  s u r f a c e ,  s u g a r  
c o n t a i n i n g  m a c r o m o l e c u l e s  may be r e q u d r e d  f o r  a d h e s i o n  an d  
a g g r e g a t i o n .  I n  t h e  c a s e  o f  t h e  s l i m e  m o l d s ,  t h e s e  compounds  
h a v e  b e e n  shown t o  b e  s p e c i e s  s p e c i f i c  ( G e r i s c h  a t  a l  1 9 6 9 ) ,
( a ) Afygrepc s t i o n  o f  D i c t y o s t e l i u m  d i s c o i d e s
I n  s t u d i e s  o f  s l i m e  m o ld  a g g r e g a t i o n ,  G e r l s c h  ( 1 9 6 8 )  
f o u n d  t h a t  t h e  c o n t a c t s  o f  era.oeba o f  t h e  v e g e t a t i v e  a n d  s l u g -  
f o r m i n g  p h a s e s  c o u l d  b e  d i f f e r e n t i a t e d .  V e g e t a t i v e  c e l l s  
f o r m e d  r o u n d e d  a g g r e g a t e s  i n  s u s p e n s i o n  b u t  c l u m p i n g  was 
i n h i b i t e d  by  a d d i t i o n  o f  EDTA t o  t h e  medium.  On t h e  o t h e r  
h a n d  /
9 7 .
h a n d ,  s l u g - f o r m i n g  c e l l s  w h i c h  a g g r e g a t e d  on g l a s s  and a l s o  
i n  s u s p e n s i o n ,  p r o d u c e d  c l u m p s  w h i c h  w a r e  n o t  s e n s i t i v e  t o  
BM?A. H o w e v e r ,  t h e  g e o m e t r y  o f  t h e  c e l l  c o n t a c t s  w e r e  a l t e r e d  
by  EUTA t r e a t m e n t .  I n  s u s p e n s i o n ,  t h e s e  c e l l s  f o r m e d  f l a t  
r a t h e r  t h a n  r o u n d  a g g r e g a t e s ,  G e r i s c h  ( 1 9 6 8 )  s u g g e s t e d  t h a t  
t h e  EIDTA r e s i s t a n t  a d h e s i o n  s i t e s  w e r e  d i s t r i b u t e d  i n  a b e l t  
a r o u n d  t h e  c e l l  s u r f a c e .
I t  was f o u n d  t h a t  m a c r o m o l e c u l e s  c o n t a i n i n g  f u o o s e ,  
m a n n o s e  a n d  N a c e t y l - g l u c o s © m i n e  c o u l d  b e  e x t r a c t e d  b y  t h e  
p h e n o l  p r o c e d u r e  f r o m  b o t h  s l u g - f o r m i n g  e n d  v e g e t a t i v e  c e l l s ,  
b u t  i n  g r e a t e r  a m o u n t s  f r o m  t h e  l a t t e r .
I m m u n o c h e m i c a l  s t u d i e s  o f  i n t a c t  c e l l s  i n d i c a t e d  t h a t  
b o t h  t y p e s  d i s p l a y e d  c e l l  s u r f a c e  a n t i g e n s  i d e n t i c a l  w i t h  
c o m p o n e n t s  o f  t h e  p h e n o l  e x t r a c t .  N e i t h e r  t h e  i s o l a t e d  
a n t i g e n s  o r  t h e  c e l l u l a r  immunog e n i c i t y was i n f l u e n c e d  by 
p r o n s s e  o r  o L - a m y l a s e ,  h o w e v e r  p e r i o d a t e  t r e a t m e n t  d e s t r o y e d  
b o t h  (Malehow e t  s i  1 9 6 7 ,  G e r i s c h  a t  s i  1 9 6 9 ) .
I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h e  p h e n o l  e x t r a c t  f r a c t i o n s  
sho wed  s e v e r a l  a n t i g e n s ,  one  o f  w h i c h  was g r e a t l y  i n c r e a s e d  
i n  e x t r a c t s  f r o m  s l u g - f o r m i n g  c e l l s ,  c o m p a r e d  t o  v e g e t a t i v e  
c e l l s ,  ( G e r i s c h  1 9 6 8 ,  Q e r i s c h  e t  a l  1 9 6 9 ) ,
U n i v a l e n t  a n t i b o d y  f r a g m e n t s  p r e p a r e d  a g a i n s t  c e l l  
h o m o g e n a t a s  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  c e l l  c o n t a c t  f o r m a t i o n .  T he  
a n t i b o d y  /
9 8 .
a n t i b o d y  was shown t o  b i n d  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  b u t  p e r i o d a t e  
t r e a t m e n t  o f  t h e  c e l l s  p r e v e n t e d  b i n d i n g .  S l u g - f o r m i n g  c e l l s  
b o u n d  a t  l e a s t  1 0 - f o l d  more  a n t i b o d y  t h a n  v e g e t a t i v e  c e l l s  
(Beug e t  a l ) .
( b )  T e r a t o m a  apipzre,na t i o n
S p e c i f i c  c e l l  s u r f a c e  s u g a r  g r o u p s  may a l s o  b e  i m p o r t a n t  
i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  o f  s  m ous e  t e r a t o m a  c e l l  l i n e  
( O p p e n h e i m a r  e t  a l  1 9 6 9 ) ,  T h e  c e l l s  o f  t r y p s i n  d i s s o c i a t e d  
t e r a t o m a  t u m o r  a g g r e g a t e d  s l o w l y  v/hen i n c u b a t e d  a s  a s u s p e n s i o n  
i n  a c o m p l e x  medium b u t  n o t  a t  a l l  when i n  a s i m p l e ,  g l u c o s e -  
b a l a n c e d  s a l t s  medium.  A s i n g l e  c o m p o n e n t  o f  t h e  c o m p l e x  
medium,  L - g l u t a m i n e ,  was shown t o  be  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  
e f f e c t .  L - g l u t a m in e  c o u l d  b e  r e p l a c e d  b y  t h e  h e x o s a m i n e s  
g l u c o s a m i n e  a n d  m a n n o s a m i n e ,  b u t  o t h e r  s u g a r s  a n d  t h e i r  atrtino 
a n d  N - a c e t y l  d e r i v a t i v e s  w e r e  i n e f f e c t i v e .
The e f f e c t  o f  L - g l u t s m i n e  d e p e n d e d  on m e t a b o l i s m  a n d  
i t  was a b o l i s h e d  by g e n e r a l  m e t a b o l i c  i n h i b i t o r s  ( e . g . f l u o r i d e )  
a n d  a l s o  b y  t h e  c o m p e t i t i v e  I n h i b i t o r s  o f  L - g l u t a m in e  
m e t a b o l i s m  6 - d i a s o - 5 ~ n o r l a u c i n a  (Don)  a n d  O - d i a z o a c e t y l - s e r i n e  .
( a z a s  e r i n e ) .
The  a u t h o r s  h a v e  c o n c l u d e d  t h a t  L - g l u t a m i n e  f u n c t i o n s  a s  
B s o u r c e  o f  a m i n o  g r o u p s  i n  t h e  s y n t u e s i s  o f  am ino  s u g a r s  
w h i c h  a r e  t h o u g h t  t o  be  p e r t  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  an d  z ^ e q u i r e d  
f o r  c e l l  a d h e s i o n .
( c )  /
9 9 ,
( o )  S p e c i f i c  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s
Soma w o r k e r s  h a v e  a t t e m p t e d  t o  d r a w  c o n c l u s i o n s  a b o u t  
t h e  e x i s t e n c e  o f  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  by  t h e  e f f e c t s  on c e l l  
b e h a v i o u r  o f  p a r t i c u l a r  c h e m i c a l s  a d d e d  t o  t h e  medium.  G a r b e r  
( 1 9 6 3 )  a n d  G l e e s e r  a t  a l  ( 1 9 6 7 )  ad de d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
g l u c o s a m i n e  t o  t h e  medium of  c h i c k  e m b r y o n i c  c a l l s  ( s e e  a b o v e )  
a n d  Cox a n d  Q a s n e r  ( 1 9 6 5 ,  196 8 )  a d d e d  a n u m b e r  o f  s u g a r s  t o  
c e l l s  i n  c u l t u r e  a n d  c l a i m e d  t h a t  L - f u c o s e  was a n  i m p o r t a n t  
d e t e r m i n a n t  o f  t h e  c a l l  s u r f a c e  i n  r e g a r d  t o  c e l l  b e h a v i o u r .  
H o w e v e r  n o n e  o f  t h e  a u t h o r s  h a v e  a t t e m p t e d  t o  d i s c o u n t  t h e  
l i k e l y  p o s s i b i l i t y  t h a t  a d d i t i o n s  o f  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
t h e s e  s u g a r s  t o  t h e  medium may a f f e c t  c e l l  p h y s i o l o g y  and t h a t  
s u b s e q u e n t  a l t e r a t i o n s  i n  c e l l u l a r  b e h a v i o u r  may b e  s n o n ­
s p e c i f i c  c o n s e q u e n c e .
100 .
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I . G e n e r a l  Met l iods
A, I n t r o d u e t I p n
1) BHK-Sl / G 15 c e l l  g r o w t h
The  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  I s  t o  a t t e m p t  t o  i n v e s t i g a t e  
t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c e r t a i n  m o l e c u l a r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  
c e l l  s u r f a c e  a n d  a d h e s i v e  b e h a v i o u r .  T h i s  r e q u i r e s  t h e  u s e  
o f  a c e l l  t y p e  w i t h  a ho m o g en eo u s  p o p u l a t i o n  w h i c h  i s  e a s y  t o  
m a n i p u l a t e  and g row;  a r e q u i r e m e n t  b e s t  s a t i s f i e d  by  & c e l l  
l i n e .
The  f i b r o b l a s t i c  l i n e  BHK-21/G13 (C13 )  ( S t o k e r  a n d  
M s c p h a r s o n  1 9 6 4 )  was u s e d  t h r o u g h o u t  an d  f r e s h ,  low p a s s a g e  
s t o c k s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  I n s t i t u t e  o f  V i r o l o g y ,  G l a s g o w .
The c e l l s  w e r e  g r own on t h e  s u r f a c e  o f  g l a s s  b o t t l e s  ( a r e a ,
2 1 2  120cm ) o r ,  i n  some e x p e r i m e n t s ,  p l a s t i c  b o t t l e s  ( a r e s .
7 5 o m ^ ) .
3
The g r o w t h  medium was e n r i c h e d  E a g l e s  , 8 v o l s , ;
4 5c a l f  s e r u m  , 1 v o l . ;  and  t r y p t o s e  p h o s p h a t e  b r o t h  ( T P B ) ,
1 v o l o  (811 medium a f t e r  S t o k e r  and  M a c p h e r s o n  1 9 6 4 ) .  Once
m i x e d ,  t h e  medium d e t e r i o r a t e d  s l o w l y ,  e v e n  a t  -20^0^ a n d
t h e r e f o r e  i t  was  made up and  u s e d  f r e s h  on e a c h  o c c a s i o n .
The  c u l t u r e s  w e r e  b u f f e r e d  w i t h  5 %  CQo end. 95/^ a i r ^  a s  t h e
g a s  p h a s e  i n  t h e  s e a l e d  b o t t l e s .
h e  /
1- S u p a r a c x - ' i p t  r e f e r a  t o  A p p e n d i x  I  w i t h  d a t a i  l a  
a b o u t  r a e b e r i s l S a
l Ô l .
Tha  c e l l s  w e r e  s e e d e d  a s  a s i n g l e  c e l l  s u s p e n s i o n  a t
a p p r o x i m a t e l y  2 x lo"^ c e l l s / c m ^  and  g r o w n  f o r  two o r  t h r e e
d a y s  a t  37*^0 u n t i l  t h e  d e s i r e d  d e n s i t y  h a d  b e e n  r e a c h e d .  I n
5 2m o s t  o a s e s ,  t h i s  was  a t  c o n f l u e n c y  ( a b o u t  2 x  10 c e l l  s / c m  ) 
b u t  p r e - c o n f l u e n t  c u l t u r e s  w e r e  a l s o  u s e d  on o c c a s i o n  ( s e e  
f i g .  1 ,  2 ) .  The  g r o w t h  a n d  a d h e s i v e  b e h a v i o u r  was s u b j e c t  t o  
v a r i a t i o n  d e p e n d i n g  p e r h a p s  on t h e  s e r u m  b a t c h  u s e d  a n d  t h e  
p a s s a g e  h i s t o r y  o f  t h e  c e l l s .  T h e r e f o r e ,  f r e s h  c e l l s  w e r e  
o b t a i n e d  o n c e  a m o n t h  a n d  w e r e  d i s c a r d e d  a f t e r  c o m p l e t i n g  15 
o r ,  o c c a s i o n a l l y ,  30 p a s s a g e s ,
2 )  C e l l  s u s p e n s i o n
I n  o r d e r  t o  p r o d u c e  a s i n g l e - c e l l  s u s p e n s i o n  f o r  g r o w t h  
o r  a g g r e g a t i o n  p u r p o s e s  G -13  c u l t u r e s  w e r e  f i r s t  d r a i n e d  o f  
811  a n d  t h e n  g e n t l y  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  10 m l ,  v o l u m e s  o f  
a d i v a l e n t  c a t i o n - f r e e  s a l i n e  s o l u t i o n  ( t r i s  ) a t  pH 7 , 4  and 
r o o m  t e m p e r a t u r e .  A 10 m l ,  s o l u t i o n  o f  0 .05 /o  B i f c o  t r y p s i n -  
EDTA^, a t  room t e m p e r a t u r e ,  was  t h e n  w a s h e d  o v e r  t h e  c e l l s  
an d  d r a i n e d a w a y , a s  t h e  c e l l s  b e g a n  t o  d e t a c h .  The  t r y p s i n  
s o l u t i o n  was r o u t i n e l y  a s s a y e d  by t h e  m e t h o d  o f  S c h w e r t  end  
T a k e n a k a  ( 1 9 5 5 )  and f o u n d  t o  c o n t a i n  2 5 0 - 3 0 0  BAEB u n i t s / m l ,
I
A f t e r  two  m i n u t e s  o f  t r y p s i n - E D T A  i n c u b a t i o n ,  i c e  c o l d  t r i s  
was ad d e d  t o  t h e  c u l t u r e  a n d  t h e  b o t t l e  was b r i e f l y  s h a k e n  t o  
d e t a c h  t h e  c e l l s , The  s u s p e n s i o n  was t h a n  w a s h e d  by c e n t r i ­
f u g a t i o n  a t  20 0g  f o r  3 m i n ,  a t  0 ^ 0 .
(e ) /
(PlfTure 1 .
"Confluent" culture of C-13 cells grown on a plastic surfase 
in 811 medium. Note the regimented alignment.
Phase optics.
Magnification: x675
a.
b.
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Figure 2 . Low growth density cultures. In 2a) notice the develop 
-ment of alignment and the proportion of mitotic cells ( arrow ).
Phase optics,
Kagnification; x675 (2a), x2700 (2b)
1 0 2 .
( a )  G r o w t h
F o r  g r o w t h  p u r p o s e s  t h e  p a l l e t  f r o m  t h e  f i r s t  w a s h i n g  
was r e - s u s p a n d a d  i n  t r i s  a t  Q^G, by g e n t l y  f l u s h i n g  w i t h  a 
n s s t a u r  p i p e t  t o  b r e a k  up  t h e  r e m a i n i n g  a g g r e g a t e s .  The  c e l l s  
Y/ara t h e n  w a s h e d  o n c e  more i n  t r i s  a nd  t h e n  r e - s u s p a n d a d  I n  
811 a t  0*^0 b e f o r e  b e i n g  p l a t e d  o u t .
( b )  Ac ygre t r a t io n
F o r  a g g r e g a t i o n  p u r p o s e s ,  t h e  i n i t i a l  p e l l e t  was w a s h e d  
tY/ ice  by c e n t r i f u g a t i o n  i n  i c e  c o l d  t r i s  a n d  o n c e  more i n  
H an k s  s o l u t i o n  ^ . F i n a l l y ,  t h e  c e l l s  w a r e  r e - s u s p e n d e d  a t  
a b o u t  1 0 ^ / m l .  i n  Hanks  a n d  k e p t  a t  O^C b e f o r e  u s  a v / i t h i n  one  
h o u r .  The low t e m p e r a t u r e  was u s e d  _ t o  p r e v e n t  a g g r e g a t i o n ,  
(E d w a rd s  a n d  C a m p b e l l  1 9 7 1 a ) .
A s u s p e n s i o n  p r o d u c e d  by  t h i s  method  c o n t a i n e d ,  i n  
a d d i t i o n  t o  s i n g l e  c e l l s ,  a v e r y  lo w  p r o p o r t i o n  of two  o r  
t h r e e  c e l l  a g g r e g a t e s .  By p h a s e  m i c r o s c o p y  t h e  c e l l s  w e r e  
r o u n d e d  a n d  r e f r a c t ! l e .  A s m a l l  f r a c t i o n  ( ^  1-10/b) w e r e  
n e i t h e r  r o u n d e d  n o r  r e f r a c t i l o  a n d  t o o k  u p  t r y p a n  b l u e .  A f t e r  
some t i m e  a t  37^0  i n c u b a t i o n ,  t h e s e  c e l  i s  t e n d e d  t o  d i s a p p e a r  
p r o b a b l y  by l y s i s  ( s e a  f i g s .  3 ,  4 ) .
The  t r y p s i n - E d TA p r o c e d u r e  f u n c t i o n e d  a d e q u a t e l y  u n t i l  
u s e d  on o l d ,  m u l t i l a y e r e d  c u l t u r e s .  H e r e  s g r e e t  a m o u n t  o f  
m e c h a n i c a l  f o r c e  was n e c e s s a r y  t o  s u s p e n d  t h e  c e l l s  b u t  a 
g r e a t e r  p r o p o r t i o n  w e r e  i n j u r e d  a n d  t h e r e f o r e  e x p e r i m e n t s  w e r e  
a l ? /a y s  /
^  o®/
Figure 3 .
An initial single-cell suspension also containing a few residual 
clusters.
Brightfield illumination.
Magnification: x284
I f f
Figure 4 .
A "dead" ( trypan-blue staining ) cell,indicated with an arrow, 
adhering to a healthy cell.
Brightfield illumination.
Magnification: xl8Ü0
1 0 3.
a l w a y s  l i m i t e d  t o  y o u n g e r  c u l t u r e s  w i t h  l i t t l e  o r  no m u l t i -  
l a y e r i n g .  T h i s  a l t e r a t i o n  i n  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  c u l t u r e  
may h a v e  b e e n  c a u s e d  by i n t e r c e l l u l a r  c o l l a g e n  w h i c h  i s  
p r o d u c e d  i n  o v e r g r o w n  G- 1 3  c u l t u r e s  ( E l s d a l e  a n d  F o l e y  1 9 6 9 ) ,
The  e f f e c t  of  EDTA i n  t h e  d i s p e r s i n g  medium i s  unk now n ,  b u t
i t  may h e l p  t o  w e a k e n  c e l l u l a r  a d h e s i o n .
B .  The  m e a s u r e m e n t  of  a d h e s i o n
1) M e t h o d s
( a )  Ap - i t a t i o n
F o u r  m i l l i l i t e r s  of  c e l l  s u s p e n s i o n  i n  Hanks  w e r e  a d d e d  
t o  s t o p p e r e d ,  s i l i c o n i z e d  10 m l .  c o n i c a l  f l a s k s .  S i l i c o n ^ ^  
t r e a t m e n t  was u s e d  t o  h e l p  p r e v e n t  c e l l s  f r o m  a d h e r i n g  t o  
t h e  Y/al l  o f  t h e  f l a s k .  F o r  a g g r e g a t i o n ,  t h e  f l a s k s  w e r e  
r e m o v e d  f r o m  i c e  a n d  p l a c e d  i n  a 37*^0 w a t e r  b a t h  i n  a 
r e c i p r o c a l  s h a k e r .  A g i t a t i o n  was a t  92 s t r o k e s  p e r  m i n u t e  o v e r  
a 4 cm. d i s p l a c e m e n t ,
I k L S e r a E l i a g
F o r  t h e  m e a s u r e m e n t  of  p a r t i c l e  p o p u l a t i o n  d e n s i t y  c e l l
s u s p e n s i o n s  Y / e r e  c o u n t e d  e l e c t r o n i c a l l y  u s i n g  t h e  C o u l t e r  c o u n t e r  
11m ode l  A ' ' ? ; l t h  a 200/^ a p e r t u r e .  A l i q u o t s  of  0 , 2  m l .  w e r e  r e ­
moved f r o m  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  an d  d i l u t e d  i n  1 9 . 8 m l s .  o f  i c e  
c o l d , 0 .9 %  s t e r i l e  s a l i n e  i n  a u n i v e r s a l  b o t t l e  b e f o r e  c o u n t i n g .
As a r e s u l t  of  t h i s  s t e p ,  t h e  a p p l i e d  s t a n d a r d  c o i n c i d e n c e  
c o r r e c t i o n  /
1 0 4 .
c o r r e c t i o n  was a l w a y s  l e s s  t h a n  10/5 ( iMwards  a nd  C a m p b e l l  
1 9 7 1 a ) .
The  p r o c e d u r e s  o f  d i s s o c i a t i o n  a n d  a g g r e g a t i o n  w e r e  
m o n i t o r e d  by  h e m o c y t o m e t r y  u s i n g  p h a s e  o p t i c s .  T h i s  was 
p a r t i c u l a r l y  n e c e s s a r y  t o  c o n f i r m  t h a t  d e c r e a s e d  t o t a l  p a r t i c l e  
Go n c e n t r a t i o n s  d u r i n g  a g g r e g a t i o n  w e r e  n o t  d u e  t o  c e l l  l o s s  
by  l y s i s .
I n  soma e x p e r i m e n t s ,  t h e  s a m p l e  a l i q u o t  was c o l l e c t e d
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by a n  a u t o m a t i c  0 . 2  m l ,  p l p e t  b u t  i t  was f o u n d  t h a t  more  
r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a 0 , 2  m l ,  g l a s s  m i c r o ­
p i p e t ,  The  t i p s  o f  t h e  p l p e t s  w e r e  c u t  o f f  an d  f i r e  p o l i s h e d  
t o  d e c r e a s e  p o s s i b l e  d o g r e d e t i v e  e f f e c t s  o f  s h e a r  on c l u s t e r  
s i z e  c a u s e d  by t o o  n a r r o v f  an o r i f i c e .
T he  d i l u t e d  s a m p l e s  w a r e  k e p t  a t  0*^ C f o r  n o t  mo re  t h a n  
30 m i n u t e s  b e f o r e  c o u n t i n g ,  Edwards  a n d  C H n p b e l l  ( 1 9 7 1 a )  
f o u n d  t h a t  t h i s  t r e a t m e n t  a n d  t h e  p a s s a g e  o f  t h e  s u s p e n s i o n  
t h r o u g h  t h e  C o u l t e r  a p e r t u r e  d i d  n o t  l e a d  t o  d i s a g g r e g a t i o n  o f  
t h e  c e l l  c l u s t e r s ,
2 )  T he  C o u l t e r  c o u n t e r
I n  o r d e r  t o  c o u n t  t o t a l  p a r t i c l e s  t h e  minimum p a r t i c l e
s i z e  t h r e s h o l d  on t h e  C o u l t e r  c o u n t a r  was a d j u s t e d  t o  r e g i s t e r
o n l y  p a r t i c l e s  a s  l a r g e  o r  l a r g e r  t h a n  s i n g l e  c e l l s .  A l l o w a n c e
Y7SS made f o r  a n y  p o s s i b l e  s h r i n k a g e  o f  c e l l  s i z e  d u r i n g  
i n c u b a t i o n  ( Edwards  e n d  C a m p b e l l  1 9 7 1 s ) ,  Thus  e a c h  i n t e g r a l  
d r o p  /
- 1 0 5 .
d r o p  i n  t h e  t o t a l  p a r t i c l e  n um be r  me y b e  t a k e n  e s  e v i d e n c e  
o f  t h e  f o r m a t i o n  o f  one a d h e s i o n .  At  l e a s t  t h r e e  t o  f i v e  
r e a d i n g s  ( o f  e i t h e r  0 . 5  o r  S .O  m i s )  w e r e  t a k e n  f r o m  e a c h  
d i l u t e d  s a m p l e .
Edwards  a n d  C a m p b e l l  ( 1 9 7 1 a )  h a v e  a l s o  f o u n d  t h a t  o v e r  
a w i d e  r a n g e  o f  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n  t h e  C o u l t e r  c o u n t e r  
r e s p o n d s  l i n e a r l y  t o  d e c r e a s e s  i n  p a r t i c l e  n u m b e r  a s  c e l l s  
a g g r e g a t e .  Thus  i t  i s  an  i d e a l  m e t h o d  f o r  m e a s u r i n g  t h e  c o n ­
c e n t r a t i o n  o f  p a r t i c l e s  i n  s u s p e n s i o n s  i r r e s p e c t i v e  o f  p a r t i c l e  
s i z e .  The  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n  
o b t a i n e d  e l e c t r o n i c a l l y  was 3 ^  w h i l e  t h a t  f o r  c o u n t s  by 
h e m o c y t o m e t r y  was a b o u t  1 %  ( s e e  a l s o  M i e l e  1 9 6 S ) ,
3 )  The  ph eno m enon
I n  t h e i r  s t u d y  o f  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  G13 c e l l s ,  Edwar ds  
a n d  C a m p b e l l  ( 1 9 7 1 a )  d e s c r i b e d  t h e  r a p i d  a g g r e g a t i o n  o f  t h e s e  
c e l l s  when  t h e y  w e r e  s h a k e n  a t  37*^9 i n  H a n k s ,  The s u s p e n s i o n  
q u i c k l y  f o r m e d  a p o p u l a t i o n  o f  s i n g l e  c e l l s  a n d  c l u s t e r s  o f  
v a r i o u s  s i z e s  a n d  t h e r e a f t e r  r e m a i n e d  s t a b l e  ( f i g . 6 a n d  6 ) .
The f i n a l  e x t e n t  o f  t h e  a g g r e g a t i o n  was i n d e p e n d e n t  o f  t h e  
i n i t i a l  p a r t i c l e  c o n c e n t r â t  i o n  b u t  i t  v a r i e d  b e t w e e n  c u l t u r e s  
g ro wn on d i f f e r e n t  d a y s ,  p e r h a p s  a s  a f u n c t i o n  o f  d i f f e r e n c e s  
i n  p a s s a g e  number  a n d  g r o w t h .  The a u t h o r s  f o u n d  t h a t  t h e  
f i n a l  e x t e n t  o f  a g g r e g a t i o n  was s t r o n g l y  s e n s i t i v e  t o  t h e  g r o w t h  
d e n s i t y  /
f «
> %
» m
Fi/ruro 5 .
An aggregated suspension after 45 minutes ( = 0.379 )• The
particles contain a distribution of cell numbers, in this case 
between one and ten cells/particle.
Phase optics, 
Magnif ication: x284
Figgiro 6 .
Close-up of a C-13 cluster from an aggregated suspension. Notice 
the flattening of the cells in the area of contact. The background 
contains, out of focus, small particles of cellular debris and a 
cell cluster.
Brightfield illumination,
Magnification: x4050
1 0 6 .
d e n s i t y  o f  t h e  c u l t u r e .  The  f i n a l  e x t e n t  v a r i e d  f r o m  a t o t a l  
p a r t i c l e  c o u n t  o f  a b o u t  one  t h i r d  o f  t h e  i n i t i a l  c o u n t  u s i n g  
d e n s e l y  g rown  c e l l s ,  t o  a l m o s t  no a g g r e g a t i o n  u s i n g  v e r y  t h i n l y  
g r o w n  c a l l s  .
M w s r d s  a n d  C a m p b e l l  ( 1 9 7 1 a )  f o u n d  t h a t  t h e  t i m e  
n e c e s s a r y  f o r  t h e  p a r t i c l e  c o u n t  t o  r e a c h  h a l f - w a y  t o  i t s  
f i n a l  e x t a n t  ( ha I f  t i m e  o f  t h e  a g g r e g a t i o n )  was a p p r o x i m a t e l y  
I n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  i n i t i a l  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n  
a s  e x p e c t e d  f o r  a c o l l i s i o n  d e p e n d e n t  p r o c e s s .
The  a u t h o r s  a l s o  f o u n d  t h a t  G- 1 3  a g g r e g a t i o n  was 
t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  w i t h  l i t t l e  o r  no a g g r e g a t i o n  a t  0 ^ 0 ,
Th e  i n c u b a t i o n  o f  c e l l  s u s p e n s i o n s  a t  3 7 ^ 0  c a u s e d  t h e m  t o  
a g g r e g a t e  b u t  t h i s  was f o u n d  n o t  t o  d e p e n d  on c e l l u l a r  m e t a ­
b o l i s m  s i n c e  p r o - i n c u b a t i o n  a t  37^0 i n  Hanks^ was i n e f f e c t i v e  
i n  p r o m o t i n g  a g g r e g a t i o n  a t  0 ^ 0 ,
4 )  An'p' repcat lon k i n e t i c s  
( g) The  Model
U n l i k e  t h e  k i n e t i c  r e l a t i o n s h i p  u s e d  by  C u r t i s  ( 1 9 6 9 ,
e q ,  2  p 49)  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  C - 1 3  c e l l s  d i d  n o t  f i t  a n
e x p o n e n t i a l  d e c a y  f u n c t i o n  o f  N.j,. T h i s  was b e c a u s e  a g g r e g a -
t i o n  h a l t e d  a f t e r  a s h o r t  t i m e  a n d  11^  a p p r o a c h e d  a l i m i t i n g
v a l u e  (Up) e s y m t o t i c a l l y  a s  t  a p p r o a c h e d  o o  . The  k i n e t i c s
o f  G -1 3  a g g r e g a t i o n  w e r e  f o u n d  t o  f i t  an  e x p o n e n t i a l  d e c a y
f u n c t i o n  o f  •- N p .
r  ,  ,  * d. t  n
“  N q  I p  -I- ( 1  »  p )  a  J  ( a q . 3 )
Y/her e /
1 0 7 .
w h e r e  N.j- i s  t h e  t o t a l  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n  
a t  t i m e  t  ( o  o r  t ) ,  
p ,  t h e  p r o p o r t i o n  o f  r e m a i n i n g  
s t  N p .-
OC, t h e  p s e u d o - f i r s t  o r d e r  r a t e  c o n s t a n t ,  a n d  
0 , t h e  n a t u r a l  l o g  b a s e . 
d e r i v a t i o n  o f  e q u a t i o n  3 :
I f  dNp (Nj.. -  Kf )  a n d  cL i s  a c o n s t a n t
d t
t h e n
IT/ dNtN t  “ Nf
I n  Nq -  Np
“' nJ
Nt
11.1
%
•  N .
n r
: W.
J d t
•oc t
-cct.0
f
r  p + ( 1  -  p )  a
cCt
t  -  -"'0
( b )  P r e s e n t a t i o n  o f  d a t a
Two p a r s m a t e r a  a r e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  t o  d e s c r i b e  t h e  
a g g r e g a t i o n  o f  a c e l l  s u s p e n s i o n ,  h a t h e r  t h a n  u s i n g  p a n d  
t h e  f i n a l  e x t e n t  o f  ^ A g g r e g a t i o n  i s  e x p r e s s e d  a s  jZf ( % 1 -  p ) ,  
t h e  number  o f  a d h e s i o n s  f o r m e d ,  a n d  t h e  r a t e  c o n s t a n t  i s  f o r  a 
s e c o n d  o r d e r  p r o c e s s ,  A { m  o  )« The  d a t a  a r e  p r e s e n t e d
w i t h  o r d l n a n t e s  i n  o r d e r  t h a t  t h e  0  v a l u e s  f o r  d i f f e r e n t
c e l l  s u s p e n s i o n s  may b e  com.pared.  The  a b s c i s s a  i s  t i m e  
t r a n s f o r m e d  /
1 0 8 .
t r a n s f o r m e d  by " t  i n  o r d e r  t o  c o m p a r e  t h e  sgf.rr e g a t i o n  
r a t e s  o f  d i f f e r e n t  s u s p e n s i o n s  on t h e  same s c a l e .
5)  Go m p u t e r  a n a  l y s  i s  : ( w i t h  Hr . d o b e r t  E l ton) .
The  e s t i m a t i o n  o f  t h e  p a r a m e t e r s  ITq> p ,  (t , A a n d  0  
i n  e q u a t i o n  3 was c a r r i e d  o u t  u s i n g  an i t e r a t i v e ,  l e a s t  
s q u a r e s  t e c h n i q u e  f o r  n o n - l i n e a r  m o d e l s  ( G u e s t  1 9 6 1 ) .  I n  
t h i s  m e t h o d ,  i n i t i a l  e s t i m a t e s  o f  p e n d  ct a r e  made by
i n s p e c t i o n  a n d  a s e r i e s  o f  i m p r o v e d  a p p r o x i m a t i o n s  t o  t h e  t r u e  
l e a s t  s q u a r e s  v a l u e s  a r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  T a y l o r s  theor 'Qm 
by  m a k i n g  l i n e a r  f a c s i m i l e s  o f  t h e  m o d e l .  The  KiDF-9 c o m p u t e r  
f a c i l i t i e s  o f  t h e  U n i v e r s i t y  w e r e  e m p l o y e d  f o r  t h e s e  
c a I c u l a t i o n s .
T h e  p a r a m e t e r s  a n d  t h e i r  r e s p e c t i v e  s t a n d a r d  e r r o r s  
w e r e  c o m p u t e d .  I n  a d d i t i o n  a b e s t  f i t  l i n e  t r a n s f o r m e d  by  
^^t/Uo ^ ^ d  l i Q , t  was p r o d u c e d  a l o n g  w i t h  t h e  r e s i d u a l  v a r i a n c e  
( v )  a n d  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  d a t a  p o i n t s  a b o u t  t h e  b e s t  
f i t  l i n e .
I n  o v e r  150 a g g r e g a t i o n s  f i t t e d  t o  t h i s  m ode l  t h e  
s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  b e s t  f i t  l i n e  v a r i e d  betY/ean 10^ a n d  
4 X lO"^ (1 “ 4?o) Y / h l c h  i s  r o u g h l y  Yvi th in  t h e  3 %  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  o f  t h e  C o u l t e r  c o u n t i n g  t e c h n i q u e  ( s e e  t a b l e s )«
G , S t a t i s t i c . ' ^
I n  o r d e r  t o  t e s t  f o r  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  
a g g r e g a t i o n  b e t w e e n  æ  y  two  s u s p e n s i o n s ,  a  t  t e s t  may b e  c o n ­
d u c t e d /
1 0 9 .
d u c t e d  b e t  Vf e en t h e i r  p a r a m e t e r s  o f  /  o r  b e t w e e n  t h o s e  o f  A, 
T h e r e f o r e  i n  o r d e r  t o  c a l c u l a t e  t  f o r  a n y  t w o  c u r v e s  i ( i  o r  S)
S (eq.  4)
w h e r e  V  » (n^  -  3 ) v^ (ng  - 3 )  vg  J  n^-i-n2 - 6
a n d  tT i  i s  t h e  p a r a m e t e r  Nq , oC,  A, p o r
t h e  s t a n d a r d  e r r o r ,
Vj_, t h e  r e s i d u a l  v a r i a n c e ,
n ^ ,  t h e  n u m b e r  o f  d a t a  p o i n t s ,  a n d
d e g r e e s  o f  f r e e d o m  (jDF) s  n ^  -i- n^  -  6 .
D.  d i v e r g e n c e
T h r e e  c a s e s  a r o s e  w h e r e  c o m p u t a t i o n  o f  a g f r r e g a t l o n  
p a r a m e t e r s  f a i l e d  b e c a u s e  t h e r e  was no t r u e  minimum f o r  t h e  
r e s i d u a l  sum o f  s q u a r e s .
1 ) No a g o : r eg a 1 1 on
I n  t h i s  c a s e  /  -  o* Nq , and  t h e  b e s t  f i t  l i n e  c o u l d  
b e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  mean o f  t h e  p o i n t s .  A and d. c o u l d  
n o t  b e  e s t i m a t e d .  The  s t a n d a r d  ei’r o r  o f  N^ a n d  / ,  a n d  t h e  
r e s i d u a l  v a r i a n c e  an d  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  p o i n t s  a b o u t  t h e  
m e a n ,  w e r e  c a l c u l a t e d  a s  f  o l lovfs  :
SJg “ -  ( e q .  5)
w h e r e  /
1 1 0 .
w h e r e  S E  i s  t h e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  a n d
n ,  t h e  nu mb er  o f  p o i n t s  and
V, t h e  r e s i d u a l  v a r i a n c e ,  -  ( ^ )
{ n  ( n )  )
X " , • « « , Np
S) L i m i t e d  a o r e  g a t  i o n
I n  t h i s  c a s e ,  r a p i d  b u t  l i m i t e d  a g g r e g a t i o n  { 0  ^  0 * 1 )  
o c c u r r e d  a n d  n o t  e n o u g h  d a t e  was c o l l e c t e d  a t  e a r l y  t i m e s  o f
g r e a t e s t  c h a n g e  i n  t h e  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n . I n  t h e s e
I
s i t u a t i o n s  p was c a l c u l a t e d  f r o m  g f /  w h e r e  i s  t h e  mean
/ N o  ^
of  a l l  d a t a  p o i n t s  ( N t ^ . . . * ^ t ^ )  ^ d t  N^ .
T h e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  p an d  / ,
rx/ N l  • ^N -V- N V,8
o
f
( e q . 6)
No
At
w h e r e  Np i s  t h e  mean o f  a l l  p o i n t s  b u t  N^,
Vn t h e  r e s i d u a l  v a r i a n c e  o f  a 31 t h e  p o i n t s  b u t  N . a n d  
0 0
V = ¥ No/ n  •
The  s t a n d a r d  e r r o r  o f  N^ i s
S N, r  VN. ( a q . 7 )
3 )  L i n e a r  r e r T e s s 1 on
I n  L»w o s i t u a t i o n s  t h e  k i n e t i c s  o f  sgo^rep-a t i  on w e r e  
a n o m a l o u s  a n d  c o u l d  b e s t  b e  f i t  by l i n e a r  r e g r e s s i o n  o f  N^ 
w i t h  t .  The  c o m p u t a t i o n  o f  t h e  B r a v a i s  -  P e a r s o n  c o e f f i c i e n t  
o f  /
1 1 1 .
o f  r é g r e s s i o n :
n r  H t . t  ~( r  N t )  ( f t )
r  =?
The  k i n e t i c s  w e r e  f i t t e d  t o  t h e  m o d e l
= ct  + Nq (eq.  8)
I  t i g  - I t p gn
w h e r e  t h e  s o g g r e l a t i o n  r a t e  c n 
a n d  Nq -
n l t^  - ( I t ) 3
” n
( e q . 9 )
( eq.lO)
The  t a b l e  f o r  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  r  was u s e d  f r o m  B i o m e t r i c a  
T a b l e s  ( P e a r s o n  a n d  H a r t l e y  1 9 6 ô ) o  The one t a i l  values  we#e used»
V I 2
I I ,  P r o t e o s e s
A. T r y O S i n  : I n t r o d u c t i o n
T r y p s i n  h a s  b e e n  u s e d  t o  d i s a g g r e g a t e  a number  o f  c e l l  
t y p e s  a s  d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y ,  Moscone  ( 1 9 6 3 )  h a s  shown t h a t  
s o y a  b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t i o n  p r e v e n t s  d i s a g g r e g a t i o n  by 
t r y p s i n ,  t h s t y  and  M u t o 1 o ( 1 9 6 0 )  a n d  i idw ards  e n d  O a m p b e l l
( 1 9 7 1 s )  f o u n d  t h a t  d i - i s o p r o p y l p h o s p h o r y l  t r y p s i n  was i n a c t i v e  
i n  d i e s o c l a t i n g  t i s s u e s  end  a g g r e g a t e s .  T h e r e f o r e  t h e  
e f f e c t i v e n e s s  o f  t r y p s i n  a p p e a r s  to .  d e p e n d  on i t s  e n z y m i c  
a c t i v i t y .
T r y p s i n  d i s p e r s e d  c e l l s  h a v e  b e e n  shown t o  be  c a p a b l e  
o f  a g g r e g a t i o n .  I n  many c a s e s ,  t h e  t r y p s i n  t r e a t m e n t  i s  r a t h e r  
e x t e n s i v e  a n d  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i s  r e q u i r e d  f o r  a g g r e g a t i o n  
(Moacons  1 9 6 8 ,  d o t h ,  1 9 6 8 ,  L i l l i a n  1 9 6 9 ) ,  O p p e n h e i m a r  e t  bl 
( 1 9 6 9 )  f o u n d  t h a t  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  t r y p s i n i z e d  t e r a t o m a  
c e l l s  r e q u i r e d  t h e  s y n t h e s i s  o f  am in o  s u g a r s .  H o w e v e r ,
L dward s  a n d  C a m p b e l l  ( 1 9 7 1 a )  h a v e  f o u n d  t h a t  G- 1 3  c e l l s  w e r e  
i  ns t  a n 1 1y  a dh a  s i  v a f o i l o w i n g  1 1 g h t  t r y p s i n  t r e a t m e n t ,
I t  t h e r e f o r e  seemed a p p r o p r i a t e  t o  e x a m i n e  t h e  f u n c t i o n  
o f  t r y p s i n  i n  G-:i,3 a g g r e g a t i o n ,  e s p e c i a l l y  i n  r e g a r d  t o  t h e  
I n s t a n t a n e o u s  a d h e s i v e n e s s  a n d  l i m i t e d  e x t e n t  o f  a g g r e g a t i o n  
o f  t r y p s i n i z e d  c e l l s , S p e c i a l  e m p h a s i s  was a p p l i e d  t o  t e s t i n g  
w h e t h e r  o r  n o t  t h e s e  phen om en a  w a r e  a r t e f a c t s  o f  t h e  t r y p s i n -  
TDTA /
1 1 3 .
ii)JTA d i  s p e r 3 ed p r  oc ed iir  e . T h r  e 0  t y p e s  o f  e x p e r l m ent  s 7; e r  0  
c a r r i e d  o u t  o b s e r v i n g  t h e  e f f e c t  o f  t r y p s i n  on a g g r e g a t e s  an d  
t h e  e f f e c t s  o f  t r y p s i n  p r e - t r e a t m e n t  on c u l t u r e s  a n d  c e l l  
s u s p e n s i o n s  b e f o r e  a g g r e g a t i o n .
E x  n e r i  m e n t a l  
1 ) T ry p s in  on a p:r 0 a t  e 3^
a)  M e t h o d s
I n  one e x p e r i m e n t  a c e l l  s u s p e n s i o n  vfas p r e p a r e d  u s i n g  
p u r i f i e d  ( 1 0 0 0 0  -  12000  BA'Sd u n i t s / m g ) t r y p s I n ^ ^ - E P T A  a t  360 
BA EE u n i t s / m l .  The  c e l l s  w e r e  a g g r e g a t e d  i n  8 i n d i v i d u a l
f l a s k s  e a c h  c o n t a i n i n g  4 mis  o f  Hanks'* s o l u t i o n  w i t h  , 1 0 / ( g / m l ,
14 ^o f  DNAase u s e d  t o  p r e v e n t  f o r m a t i o n  o f  t r y p s  in-DMA g e l  f r o m
b r o k e n  c e l l s  ( S t e i n b e r g  1 9 6 3 ) .  A f t e r  100 m i n u t e s  o f
a g g r e g a t i o n  ( e n o u g h  t i m e  f o r  t h e  s y s t e m  t o  r e a c h  a s t a b l e
s t a t e )  0*1  m i s .  o f  e i t h e r  Hanks '  o r  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f
p u r i f i e d  t r y p s i n  was a d d e d  t o  e a c h  f l a s k .  A f t e r  2 m i n u t e s ,  o f
t h e s e  a d d i t i o n s , 0*05 m l .  o f  p u r i f i e d  s o y a  b e a n  t r y p s i n
i n h i b i t o r  X t i ) ( p o s s e s s i n g  a m e a s u r e d  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  o f
1 , 6  mg. t i  t o  1 mg t r y p s i n ) w a s  a d d e d  t o  e a c h  f l a s k .  The
c o n c e n t r a t i o n  o f  t i  i n  e a c h  f l a s k  was 1 . 2 7  m g . / m l .  w h i c h  was
d o u b l e  t h a t  n e c e s s a r y  t o  i n h i b i t  t h e  l a r g e s t  amou n t  o f  t r y p s i n
u s e d .  P u r i f i e d  t r y p s i n  was u s e d  b e c a u s e  t h e  d i s s o c i a t i n g
a c t i v i t y  o f  B i f c o  t r y p s i n  was n o t  e n t i r e l y  s e n s i t i v e  t o  t h e
i n h i b i t o r /
K t/Ho
0
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Figure 7 . TRYPSIR ADDITION TO PRE-P0RI4ED C-13AGGRBGATES, exp. 1:
the amount of trypsin added to each flask at room temperature, 
flask; • 2 5 4  5 6 7 8
units (BAEBunits/ml.): 0 504 980 1969 3444 4918 7372 9839;
trypsin addition at first arrow, ti addition at second arrow; 
lines are the average of points after ti addition and return to 
57^0 water bath.
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BAES units x10^/ml. 
Pimire 8 . TRYPSIN ADDITION TO PRE-PORI-IED C-13 AGGREGATES, exp. 1:
Relative aggregation compared to that in the control.
The abscissa indicates the total amount of trypsin applied to the cells 
including that used to disperse the culture initially.
• control; O extra trypsin treated.
i n h i b i t o r  p r o b s b l y  d u a  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  o t h e r  p r o t e a s e s .
The  r e s u l t s  a r e  shown i n  P i g s .  7 a n d  8 .  I t  c a n  b e  
s e e n  t h a t  t r y p s i n  c a u s e s  d i s s o c i a t i o n  o f  a g g r e g a t e s  as  a 
f u n c t i o n  o f  t h e  e n z y m i c  a c t i v i t y  a n d  t i m e .  T h e r e  i s  no  
d e t e c t a b l e  r e - a g g r e g a t i o n  f o l l o w i n g  t i  a d d i t i o n .
2 )  T r y p s i n  p r e - t r e a t m e n t  o f  c e l l  s u s p e n s i o n s
I n  t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  G- 1 5  c u l t u r e s  w a r e  h a r ­
v e s t e d  w i t h  t r y p s i n  a n d  t h a n ,  a s  s s i n g l e  c e l l  s u s p e n s i o n ,  
w e r e  a g a i n  t i ' e a t e d  w i t h  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t r y p s i n  
b e f o r e  b e i n g  a g g r e g a t e d ,
a )  Me t h o d s
A 0 - 1 3  s u s p e n s i o n  was p r e p a r e d  w i t h  0 . 0 5 ^  B i f c o  
t r y p s i n - S B I A  a n d  w a s h e d  o n c e  I n  t r i s .  T he  c e l l s  w e r e  t h e n  
r e - s u s p e n d e d  i n  5 s e p a r a t e  85 m l .  a l i q u o t s  o f  t r i s -EDTA ( s a m e  
c o n c e n t r a t i o n  a s  b e f o r e )  e a c h  c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  c o n c e n ­
t r a t i o n s  o f  p u r i f i e d  t r y p s i n  a n d  1 0 /^ g / m l ,  o f  D N A a s e , I n ­
c u b a t i o n  was  f o r  2 m i n u t e s  a t  room t e m p e r a t u r e .  A f t e r  t h i s  
p e r i o d  86 m i s .  o f  i c e  c o l d  t i  i n  t r i s  was  r a p i d l y  a d d e d  and  
m i x e d  a n d  t h e  s u s p e n s i o n s  w a r e  p l a c e d  on i c e .  Though  t i  was 
a d d e d  i n  e a c h  s u s p e n s i o n  t o  i n h i b i t  d o u b l e  t h e  amount  o f  
t r y p s i n  p r e s e n t .  The  s u s p e n s i o n s  y j q v q  t h e n  c e n t r i f u r : e d  e n d  
w a s h e d  o n c e  a g a i n  i n  t r i s . The  c e l l  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  
a t  /
l a e  experim ents  a r e  n u m b e r e d  by t h e i r  p o s i t i o n  I n  t h e  s e c t i o n
Nt/Ko
0.8
0 .6
20 6 0
Fi/rure 9 . TRYPSIN PRE-TREATMENT OP G-15 CELLS IN SUSPENSION, exp. 5:
pre-incubation of cells before aggregation at room temperature for 2*,
flask: @ 2 5 4 5
BAEB units/ml.: 500 690 1860 3030 4200
(including the
amount used to
harvest the cultures); curves are best-fit lines.
T/0,
1 * 0 - -  o
0 *6 .-
0*2
8 x10^ *
total BASE units/nl.
Figure 11* TRYPSIN PRE-TREATMENT OF G-13 CELLS IN SUSPENSION;
Relative aggregation compared to that in the controls, 
experiment: 2 3 4
□ A O
6 8 x103
total BAEE unlts/ml.
Figure 1?. TRYPSIN PRE-THIMMENT OP C-13 CELLS IN
SUSPENSION; Relative rate constants of 
aggregation compared with that in the control,
experiment; 2 3 4
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a t  a b o u t  '10'^ c e l l s / m l ,  i n  Hanks  w i t h  0 . 0 1 4  m g / m l ,  o f  t i . 
A ^ ^ g r e g s t i o n  was e t  3 7 ^ 0 ,
b )  n e s u l t s
Th e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  f i r ? s . 9 , l l  a n d  13 a n d  i n  
t a b l e  1 .  As i n  e x p .  1 i s  an i n v e r s e  f u n c t i o n  o f  t h e  t r y n s i n  
a c t i v i t y  d u r i n g  p r e - t r e a t m e n t .  The r e l a t i v e  v a l u e s  o f  0  
c o m p e r e d  w i t h  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l  e r e  show n I n  f i g . 1 1 .
A l t h o u g h  e x t e n s i v e  t r y p s i n  t r e a t m e n t  c a u s e d  s t  l e a s t  a o - f o l d  
r e d u c t i o n  i n  agg- regs  t i  on ( a n d  i n  some c a s e s  a g g r e g a t i o n  was 
c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d )  t h e  r a t e  c o n s t a n t  A was n o t  r e d u c e d  by  
more  t h a n  h a l f .
I n  two  e x p e r i m e n t s  t h e  s e c o n d  t r y p s i n  t r e a t m e n t  c o n ­
s i s t e d  o f  t h e  same t r y p t i c  a c t i v i t y  norma  ITy  u s e d  t o  h a r v e s t  
c u l t u r e s .  The  r e s u l t s  show t h a t  th l .3  s e c o n d  t r e a t m e n t  h a d  
l i t t l e  e f f e c t  on t h e  s u b s e q u e n t  a g g r e g a t i o n  o f  t h e  c e l l s ,
3 )  T r y p s i n  o r e - t r e a t m e n t  o f  c u l t u r e s
T k p 8r i m e n t  G was r e p e a t e d  p r e - t r e e t i n g  g l a s s - c u l t u r e d  
c e l l s  r a t h e r  t h a n  s u s p e n s i o n s  i n  s n  a t t e m p t  t o  d e t e c t  a 
d i f f e r e n c e  i n  t h e  a g g r e g a t i o n  r e s p o n s e  o f  t h e  c e l l s  w h i c h  
c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  t o  c e l l  c o n t a c t  I n  c u l t u r e ,
c \ T'! £> 'f" A a
s )  l i e t h o d s "
I n  t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( e x p s , 5 - 7 )  ^ c e l l  c u l t u r e s  
w e r e  t r e a t e d  w i t h  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  t r y p s i n  b e f o r e  b e i n g  
h a r v e s t e d /
h a r v e s t 8(1 a n d  S f - r r r e g a t e d . The  c e l l s  f o r  e a c h  e x p e r i m e n t
9
w a r e  g r own i n  f i v e  65 cih'" g l a s s  b o t t l e s . *  The  g r o w t h  medium 
was r e m o v e d  a n d  t h e  c u l t u r e s  w a s h e d  w i t h  t r i s  t h r e e  t i m e s ,
E a c h  b o t t l e  was f i r s t  t r e a t e d  v / i t h  4 o i l s ,  o f  p u r i f i e d  t r y p s i n -  
Kt>TA ( 2 0 0  BASE u n i t s / m l )  f o r  2 m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .
A t  t h e  end o f  t h i s  p e r i o d ,  4 m i s .  o f  t r i s - . E J T A  c o n t a i n i n g  20 mg, 
o f  t i  was  a d d e d  t o  t h e  c o n t r o l  b o t t l e .  To t h e  r e m a i n i n g  
b o t t l e s  w e r e  a d d e d  t r i s - E i / T A  c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  p u r i f i e d  t r y p s i n .  The  c u l t u r e s  w e r e  e a c h  i n c u b a t e d  f o r  a 
f u r t h e r  2 m i n u t e s  b e f o r e  a d d i t i o n  o f  0 . 2 5  m i s .  o f  t r i s  w i t h  
20 mg. o f  t i  ( t w i c e  t h e  am ou nt  n e c e s s a r y  t o  i n h i b i t  t h e  
l a r g e s t  amount  o f  t r y p s i n  u s e d ) .  The  c e l l s  w e r e  d i s p e r s e d  
a n d  w a s h e d  t w i c e  by  c e n t r i f u g a t i o n  i n  t r i s  s t  0^0 b e f o r e  b e i n g  
r e s u s p e n d e d  i n  Hanks f o r  a g g r e g a t i o n ,
b )  d e s u i t s
* ■ 1,1# 1 I# I im# I .'I mi#'
T h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  f i g s .  1 0 , 1 2  a n d  14 a n d  i n  
T a b l e  8 a n d  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o b t a i n e d  b y  t h e  p r e - t r e a t m e n t  
o f  c e l l  s u s p e n s i o n s .
4% B i s  e u s s i o n  ( e x p s .  1 - 7 )
I n c r e a s e d  t r y p s i n  t r e a t m e n t  o f  a g g r e g a t e s ,  c u l t u r e s  o r  
c e l l  s u s p e n s i o n s  c a u s e s  a d e c r e a s e  i n  t h e  f i n a l  e x t e n t  o f  
a g g r e g a t i o n  a n d ,  t o  a much l e s s e r  d e g r e e ,  t h e  r a t e  c o n s t a n t .
The  m a g n i t u d e  o f  t h e  e f f e c t  i s  s i m i l a r  i n  a l l  t h r e e  c a s  e s .
T h e r e  a r e  a t  l e a s t  f o u r  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  o f  t h e  e f f e c t  
o f  /
IS:
t / %
0 . 8  _
0 .6  , ,
Fimire 10. TRYPSIN PRE-TREATMENT OF C-13 CELL CULTURES, exp. 5:
pre-incubation of cells in culture before aggregation for 2 ’at 
room temperature,
flask: • O A □ A
total BAEB units/ml.: 175 J'925 3675 5425 ,7175
best-fit lines.
K / f ) ,
2 - •
total BAEE units/ml. 
x105
Figure 12. TRYPSIN PRE-TREIiTMENT OF 0-13 CELL CULTURES;
Relative aggregation compared with, that in the control:
experiment : 5 6 7
O A □
2 . 0
1 . 0 -
0.8 "
0 . 6  "
% A
total BABK units/ml 
x105
Fimire Vd. TKYPSIN PRE-TREATFiENT OP 0-13 CELL CULTURES,
Relative value of the aggregation rate constante 
compared with that of the controls:
experiment: 5 ^ 1
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o f  t r y p s i n  a n d  d i s p e r s a l  on 0 - 1 3  a g g r e g a t i o n  ( s e e  d i a g r a m  p . 119)  
1)  T r y p s i n ,  o r  t r y p s i n - t i  c o m p l e x ,  may p r o m o t e  c e l l  
a g g r e g a t i o n  by a c t i n g  a s  a n  I n t e r c e l l u l a r  c e m e n t .  The enzyme 
may s t i c k  t o  c e l l s ,  i n  m i n i s c u l e  q u a n t i t i e s  d i f f i c u l t  t o  d e t e c t ,  
d u r i n g  t h e  d i s p e r s a l  p r o c e d u r e ,
8)  A l t h o u g h  t h e  t r y p s i n - S U T A  t r e a t m e n t  may w e a k e n  c e l l  
c o n t a c t s  m e c h a n i c a l  d i s r u p t i o n  o f  t h e  j u n c t i o n s  may m o d i f y  
t h e  c e l l  s u r f a c e  a t  t h e s e  p o i n t s .  One way i n  Y/hich t h i s  
m i g h t  o c c u r  i n  h e a r t  t i s s u e  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  by  M u i r  ( 1 9 6 7 ) ,  
F o l l o w i n g  t h e  d i s r u p t i o n  o f  i n t e r c e l l u l a r  c o n t a c t s ,  h o l e s  i n  
t h e  s u r f a c e  o f  some c e l l s  c o u l d  be  f o u n d  a n d  p i e c e s  o f  p l a s m a  
membrane f r o m  one c e l l  r e m a i n e d  a t t a c h e d  t o  t h e  s u r f a c e  o f  
a n o t h e r  c e l l  e s p e c i a l l y  a t  s i t e s  o f  s m a l l  g a p  j u n c t i o n .  
T h e r e f o r e  t h e  s t r e n g t h  o f  t h i s  j u n c t i o n  may b e  g r e a t e r  t h a n  
t h a t  o f  t h e  m e m b ra n e .  Edwar ds  a n d  C a m p b e l l  ( 1 9 7 1 a )  h a v e  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c e l l  s u r f a c e  o f  c e l l s  i n  c u l t u r e  c o u l d  ' be 
n o n - a d h e s i v e  b u t  t h a t  s u r f a c e  m o d i f i e d  by  m e c h a n i c a l  
d e s t r u c t i o n  o f  c o n t a c t s  m i g h t  become s d j i e s i v e .  I n  t h i s  c a s e ,  
t h e  a d h e s i o n s  f o r m e d  d u r i n g  a g g r e g a t i o n  i n  s u s p e n s i o n  c o u l d  
b e  c o n s i d e r e d  r a a a s e m b l i e s  o f  t h e  f o r m e r  s i t e s  o f  c o n t a c t .  
H o w e v e r ,  t h e  m e c h a n i s m  o f  a d h e s i o n  w o u l d  p r o b a b l y  b e  d i f f e r e n t  
a n d  m i g h t  p o s s i b l y  b e  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  t h e  m e c h a n i s m  of  
a d h 03 i o n  i n  c u l t u r e ,
3 ) /
1 1 8 .
3 )  T r y p s i n  may d i g e s t  t h e  m o l e c u l a r  a d h e s i v e  c o m p o n e n t s  
f r o m  t h e  c e l l  s u r f a c e  b u t  t h e  enzyme may be  i n h i b i t e d  f r o m  
e n t e r i n g  s p a c e s  o f  c l o s e  c e l l u l a r  c o n t a c t .  T h i s  p o s s i b i l i t y  
i s  r e a l i s t i c  c o n s i d e r i n g  t h e  s h o r t  t i m e  (S  m i n u t e s )  o f  
e x p o s u r e  a n d  t h e  d i m e n s i o n s  o f  t h e  c o n t a c t s  t h e m s e l v e s .  The  
enzyme w o u l d  t h e n  b e  f r e e  t o  e t c h  away e x p o s e d  c e l l  s u r f a c e  
l e a v i n g  t h e s e  a r e a s  n o n - a d h e s i v e  w h i l e  p r o t e c t e d  a r e a s  o f  
c o n t a c t  w o u l d  e s c a p e  a t t a c k .  Thus  p a r t s  of  c e l l s  i n  c o n t a c t  
a nd  a l l  t h e  s u r f a c e  o f  i s o l a t e d  c e l l s  w o u l d  b e  a t t a c k e d  a n d  
t h e  r e s u l t  w o u l d  b e  a d i s t r i b u t i o n  o f  a d h e s i v e n e s s  b e t w e e n  c e l l  
i n  t h e  p o p u l a t i o n  a n d  g e o m e t r i c a l l y  o v e r  t h e  c e l l  s u r f a c e  o f  
a d h e s i v e  c e l l s .
4 )  The  a d h e s i v e  p a t c h e s  may p r e - e x i s t  on t h e  c e l l
a n d  be  r e s p o n s i b l e  f o r  a d h e s i o n  i n  c u l t u r e  a n d  i n  s u s p e n s i o n .
r y p s i n  may t h e n  b e  e x p e c t e d  t o  r e d u c e  a d h e s i v e n e s s  i f  t h e  
enzyme i s  m e d  i n  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n .
rn
1) c e m e n t /
1 1 9 .
1) GGHient 2 )  m e c h a n i c a l  3)  e t c h i n r r
s h e a r
TRYPSIN -  Si>TA
0 ^ 0
AGGR.%ATION
4)  n r e - e x i s t i n g  
p a t o h e a
œ
h t a r i n g
T h e  f i r s t  t h r e e  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  a r e  n o t  s u p p o r t e d  
by t h e  e v i d e n c e .
a )  M a c h e n i c a l  i n j u r y  a n d  c e m e n t i n g  by  t r y p s i n  o r  
t r y p s i n - t i  may b e  r u l e d  o u t  f l r s t ^  b e c a u s e  a g r r r e l a t e s  f o r m e d  
f r o m  t r y p s i n  d i s p e r s e d  c e l l s  a r e  t h e m s e l v e s  d i s p e r s e d  by  
t r y p s i n .  T h e r e f o r e ^  t h e  m e c h a n i s m  o f  a d h e s i o n  i n  s u s p e n s i o n  
c a n n o t  b e  d i s t i n c ^ u i s h a d  f r o m  t h a t  c e n s i n ^ r  a d h e s i o n  i n  c u l t u r e  
b y  t h i s  p a r t i c u l a r  c r i t e r i o n  o f  t r y p s i n  s e n s i t i v i t y .  T h i s  
c o n c l u s i o n  /
1 2 0 .
c o n c l u s i o n  i s  s u p p o r t e d  by t h e  ( p r o b a b l y )  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  t h e  amount  o f  t r y p s i n  a p p l i e d  e n d  t h e  d e g r e e  o f  s u b ­
s e q u e n t  a g g r e g a t i o n  ( f i g s ,  8 , 1 1  a n d  I S ) ,  U n l e s s  t h e r e  i s  a 
r a d i c a l l y  d i f f e r e n t  s l o p e  o f  t h e  c u r v e  n e a r  t h e  p o i n t  o f  z e r o  
t r y p s i n  c o n c e n t r a t i o n  i t  may be  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  c e l l s  
a g g r e g a t e  by t h e  same t r y p s i n - s e n s i t i v e  m e c h a n i s m  f o r  a l l  
t r y p s i n  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  e n d  f o r  z e r o  t r y p s i n .  The 
c e m e n t i n g  m o d e l  i s  f u r t h e r  r u l e d  o u t  b e c a u s e  c u l t u r e s  o r  
a g g r e g a t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t r y p s l n - t i  c o m p l e x  n e i t h e r  
d i s p e r s e  n o r  r e - a g g r e g a t e  ( e x p , 1 ,  f i g . V ) ,
b )  T h e  e t c h i n g  m o d e l  i s  u n l i k e l y  b e c a u s e  a s e c o n d  
t r e a t m e n t  o f  h a r v e s t e d  c e l l s  w i t h  a n  e q u i v a l e n t  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t r y p s i n  c a u s e s  v e r y  l i t t l e  d e c r e a s e  i n  t h e  v a l u e  o f  0  
( f i g , 11 a n d  t a b l e  1 ) ,  I n  a d d i t i o n ,  t h e  r e l a t i o n s h i p s  
( f i g s . 8 ,  11 a n d  I S )  show t h a t  t h e  s l o p e  o f  a g g r e g a t i o n  e x t e n t  
v e r s u s  t r y p t i c  a c t i v i t y  i s  s i m i l a r  ( a s  f a r  a s  c a n  b e  s e e n  h e r e )  
w h e t h e r  t h e  c e l l s  a r e  t r e a t e d  a s  a g g r e g a t e s  o r  p r a - t r e a t e d  a s  
s u s p e n s  i o n s  o r  c u l t u r e s .  F ro m t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  i t  a p p e a r s  
t h a t  t r y p s i n  may g a i n  a c c e s s  t o  a l l  a r e a s  on t h e  c e l l  s u r f a c e  
e v e n  i f  t h e  c e l l s  a r e  i n  a d h e s i v e  c o n t a c t ,  O t h e r w l s  e t h e  
s l o p e s  i n  f i g s ,  8 an d  IS w o u l d  h a v e  b e e n  much f l a t t e r  t h a n  t h a t  
i n  f i g , 1 1 ,
c )  T h e r e f o r e ,  i f  t h e  s e n s i t i v i t y  c u r v e s  ( f i g s , 8 a n d  
1 1 - 1 4 )  c a n  b e  e x t r a p o l a t e d ,  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  G- 1 3  c e l l s  i s  
n o t  /
1 2 1 .
n o t  an a r t e f a c t  o f  t h e  t r y p s i n  d i s p e r s a l  t r e a t m e n t .  T h e s e  
o b s e r v a t i o n s  c a n n o t  be  u s e d  a s  p r o o f  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  s 
g e o m e t r i c a l  d i s t r i b u t i o n  o f  a d h e s i v e n e s s  i n  t h e  c e l l  p o p u l a t i o n  
and/6n t h e  c e l l  s u r f a c e .  H o w e v e r ,  i t  may b e  c o n c l u d e d ' f r o m  
t h e  r e s u l t s  t h a t  i f  t h e r e  a r e  s u c h  a d h e s i v e  p a t c h e s ,  t h e y  
p r o b a b l y  p r e - e x i s t  i n  t h e  c u l t u r e .  The  d e g r e e  t o  w h i c h  t h e  
a d h e s i v e n e s s  m e a s u r e d  h e r e  f u n c t i o n s  i n  n o r m a l  c e l l  b e h a v i o u r  
i n  t h e  c u l t u r e  a n d  i n  t h e  a n i m a l  i s  u n k n o w n .  C o n c e i v a b l y ,  
o t h e r  m e c h a n i s m s  o f  a d h e s i o n  may o p e r a t e  end  b e  o f  p r i m a r y  
i m p o r t a n c e  i n  n o r m a l  c e l l u l a r  i n t e r a c t i o n s .
T h e  l i m i t e d  e x t e n t  o f  G- 1 3  a g g r e g a t i o n  c a n n o t  be  
a t t r i b u t e d  t o  a n y  o b v i o u s  o r  d i s t i n c t  f r a c t i o n  o f  c e l l  p o p u l a ­
t i o n  s u c h  a s  d e a d  c e l l s .  F i r s t ,  t h e r e  w a r e  f e w  d e e d ,  t r y p a n  
b l u e  s t a i n i n g  c e l l s  i n  t h e  s u s p e n s i o n s  u s e d  i n  t h e  a g g r e g a t i o n s  
( a p p r o x i m a t e l y  1-20/6) . S e c o n d l y ,  d e e d  c e l l s  w e r e  u s u a l l y  i n ­
c l u d e d  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a g g r e g a t e s .  T h e  o r i g i n  o f  t h e  
n o n - a d h e s i v e  c e l l a  i n  t h e  p o p u l a t i o n  a nd  o f  a d h e s i v e  p a t c h e s  
w i l l  b e  d i s c u s s e d  l a t e r .  T he  e f f e c t  o f  MKCA on a g g r e g a t i o n  
i s  a l s o  i n c l u d e d  l a t e r  i n  t h i s  s e c t i o n ,
Br, G o l l a p ' e n a s a
1)  I n t r o d u c t i o n
G o l l a g a n e a e  h a s  o f t e n  b e e n  u s e d  i n  a t t e m p t s  t o  d i s s o c i a t e  
t i s s u e s  i n t o  s i n g l e  c a l l s .  The  enzyme h a s  b e e n  a p p l i e d  w i t h  
some s u c c e s s  t o  d i s p e r s e  l i v e r  c e l l s  (Laws a n d  S t r i c k l a n d  1961 
mammary/
m e m x n & r j  g l a n d  t i s s u e  ( L a s f a r g e s  1 9 5 7 ) ,  e n d  lunp; t i s s u e  {Hinz  
a n d  S y v e r t o n  1 9 5 9 ,  G r o v e r  1 9 6 2 ) .  Houba ( 1 9 6 7 )  f o u n d  t h a t  
c r u d e  c o l l a g e n a s e  was s l i g h t l y  e f f e c t i v e  i n  d i s p e r s i n g  
c l o t s  o f  s p l e e n  c e l l s  a n d  e r y t h r o c y t e s .  H o w e v e r ,  R i n a l d i n i  
( 1 9 5 8 )  f o u n d  t h a t  t h e  enzyme was n o t  r e a d i l y  e f f e c t i v e  i n  
d i s p a r s i n r p  e a r l y  e m b r y o n i c  t i s s u e  a n d  s u g g e s t  ed t h a t  much o f  
t h e  a c t i v i t y  o f  c r u d e  c o l l a g e n s s e  p r e p a r a t i o n s  was d u e  t o  
c o n t a m i n a t i n g  p r o t e a s  e s ,
E l s d a  l a  a n d  F o l e y  ( 1 9 6 9 )  f o u n d  t h a t  human l u n g  f i b r o ­
b l a s t  a n d  0 - 1 3  m o n o l a y e r  c u l t u r e s  do n o t  n o r m a l l y  p r o d u c e  
c o l l a g e n .  H o w e v e r ,  a s  t h e  c e l l s  become o v e r g r o w n  an d  b e g i n  
t o  m u l t i l a y e r ,  t h e y  s y n t h e s i z e  c o l l a g e n  e x t e n s i v e l y  an d  u s e  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  c o l l a g e n  a s  new s u b s t r a t e  w h i c h  t h e y  c o l o n i z e .
2)  M6 t h o d s
T h e  p o s s i b l e  d e p e n d e n c e  o f  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  on
1 6c o l l a g e n e s e  v/as t e s t e d  by a d d i n g  p u r i f i e d  c o l  l a g e n a s a  " t o  
s u s p e n s i o n s  o f  C- 13  a g g r e g a t e s .  The a c t i v i t y  of  t h e  
enzyme p r e p a r a t i o n  was  t e s t e d  by P r o f e s s o r  C u r t i s ,  u s i n g  t h e  
m e th o d  of  G r a s s m a n  a n d  N o rd w l g  ( i 9 6 0 )  a n d  was f o u n d  t o  r e l e a s e  
0 . 7 3 3 / - ^ M p e p t i d e / m i n . / m g o  of  enzyme f r o m  t h e  s u b s t r a t e .
I n  t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( e x p s . 8 - 1 0 )  G-13 s u s -  
p e n s 1 ons  i n  Hanks^ w e r e  d i v i d e d  i n t o  4 m l .  a l i q u o t s  i n  
I n d i v i d u a l  10 m l .  f l a s k s  a n d  a g g r e g a t e d  f o r  8 0 - 1 3 5  m i n u t e s  
v /h ic h  was s u f f i c i e n t  t i m e  f o r  t h e  s y s t e m  t o  become s t a b l e .
E a c h  /
2 3 .
Each, f l a s k  c o n t a i n e d  l O A ^ g / m l .  DNAase,  A t  t h a t  t i m e ,  on e  o f
t h e  f o l l o w i n g  s o l u t i o n s  i n  0 . 1  m l ,  o f  Hank s  was a d d e d  t o  e a c h
17
f l a s k :  H a n k s ,  c o l l s g e n a s e  o r  p u r i f i e d  t r y p s i n  • The
e f f e c t  o f  t h e  a d d i t i o n s  was f o l l o w e d  e i t h e r  by  h e m o c y t o m e t r y ,  
c o u n t i n g  s i n g l e  c e l l s / m . 1 , , o r  by  u s e  o f  t h e  C o u l t e r  c o u n t e r ,  
m e a s u r i n g  t o t a l  p a r t i c l e s ,
3 )  R e s u l t s
The  r e s u l t s  a r e  shown i n  f i g s .  15 a n d  1 6 .  T h e r e  i s
some s l i g h t  d i a s a g g r e g a t i o n  o f  t h e  c e l l  c l u s t e r s  w i t h  t h e
h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o l l s g e n a s e  u s e d ,  c o m p a r e d  t o  t h e  
Hanks  a n d  t r y p s i n  c o n t r o l s .  T h i s  s m a l l  e f f e c t  c o u l d  b e  
a t t r i b u t e d  t o  r e s i d u a l  c o n t a m i n â t  i o n  o f  t h e  enzyme w i t h  o t h e r  
p r o t e a s e s  s i n c e  a n y  c e l l  s u r f a c e  c o l l a g e n  w o u l d  b e  a d e q u a t e l y  
d i g e s t e d  by t h e  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o l l s g e n a s e  u s e d .
M0 8 c o n a  e t  a l  ( 1 9 6 5 )  h as  s u g g e s t e d  t h a t  c o l l a g e n a s e  may b e  
e f f e c t i v e  i n  t i s s u e  d i s s o c i a t i o n  by f r e e i n g  c e l l s  t r a p p e d  i n  
a c o l l a g e n  m a t r i x .
Ce P r o n a s a  
1 ) I n t r o d u c t i o n
Bdv/ards a n d  C a m p b e l l  ( 1 9 7 1 8 )  f o u n d  t h a t  0 ^ 1 3  a g g r e g a t e s  
w e r e  d i s s o c i a t e d  by t r y p s i n  a n d  c h y m o t r y p s i n  a s  a f u n c t i o n  o f  
p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y ,  T e k e u c h l  a n d  Yab uno  ( 1 9 7 0 )  h a v e  u s e d  
t r y p s i n  a n d  p r o n a a e  t o  d i s s o c i s t e  t h e  s l i m e  m o l d  g r e x ,  b u t  
t h e y  /
SINGLE CELLS X10 /ml.
1. 0 ..
0.8
0 . 6 -
20 80 100 
t (rain*)
c o l l a g e n a s e  a d d i t i o n  to PRE-POKMED C-13 a g g r e g a t e s , exp.8,
abscissa - time after addition of the enz3me, 
ordinate - the residnal single cells in a stable,
aggregated suspension composed of single 
cells and clusters of various sizes, 
counting by hemocytometry, 37 C water bathj
flask: control 
o o
concentration; Hanks' 
(/i g/ml.)
trypsin collagenase
A A ■
1 2  3 4
9 .2  9 . 0  1*2 1 2 .2  6 1 .0  122 .0
□
5  6 
3 0 0 .0  1000 .0
N,s (total particles xlO /ni.)
0 . 8  . .
0.6
0*4-
0 . 2  "
20 80 100 
t (min.)
¥±PXLre 16. COLLAGENASE ADDITION TO PRE-PORMED 0-13 AGGREGATES, exp. ^
abscissa - as fig. 15,
ordinate - counted electronically,
flask: control trypsin collagenase
# ▲ A
Hanks" 0*18,9.0concentration: 
( / i  e / ia l . )
B □
500 250
1 S 4 .
t h e y  f o u n d  p r o n a s a  t o  be  mor e  e f f e c t i v e .  B an ks  e t  a l  ( 1 9 7 0 )  
f o u n d  t h a t  p r o n a s a  was t h e  most  e f f e c t i v e  o f  t h e  p r o t e a s  as 
u s e d  i n  d i s s o c i a t i n g  e m b r y o n i c  c h i c k  g a n g l i a .  C h i c k  e m b r y o n i c  
c e l l s  h a v e  b e e n  d i s p e r s e d  w i t h  p r o n a s a  ( W i l s o n  a n d  L a u  1963 )  
a n d  t h e  enzyme h a s  b e e n  u s e d  t o  d i s p e r s e  m e m m a l i sn  t i s s u e s  
(c iv /a tk in  a n d  Thomson  1 9 6 4 ) .  P r o n a s a  has  b e e n  u s e d  t o  r e d u c e  
t h e  s i z e  o f  t h e  g l y c o p e p t i d a  f r a g m e n t s  c l e a v e d  by t r y p s i n  f r o m  
t h e  c e l ]  s u r f a c e  ( M e e a s n  e t  a l  1 9 6 9 ) ,
2)  M e t h o d s
I n  one e x p e r i m e n t ,  ( e x p . 11)  G -1 3  a g g r e g a t e s  w e r e  t r e a t e d  
*! 8w i t h  p r o n e s e  . G a l l  s u s p e n s i o n s  (4 m i s . / f l a s k )  w e r e
a g g r e g a t e d  f o r  85 m i n u t e s  i n  Hanks^ w i t h  10>yg/ml.  i B M a s e ,
A f t e r  t h i s  t i m e ,  t h e  s u s p e n s i o n s  c e s s e d  a g g r e g a t i o n  a nd  t h e
f o l l o w i n g  s o l u t i o n s  I n  0 , 1  m l .  o f  Hsnks^ w e r e  a d d e d ;  Hanks",
17p u r i f i e d  t r y p s i n  o r  p r o n a s a .  T h e r e  was no  e v i d e n c e  o f  c e l l  
damage  c a u s e d  by  p r o n a s a .  ^ b e  e n z y m ic  a c t i v i t y  was n o t  a s s a y e d ,
3 ) R e s u l t s
P r o n a s a  a p p e a r s  t o  b e  a t  l e a s t  a s  e f f e c t i v e  a s  p u r i f i e d  
t r y p s i n  i n  d i s p e r s i n g  t h e  a g g r e g a t e s  ( f i g . 17)
D . F ho 3 p h o 11p a s o  G 
1)  I n t r o d u c t i o n
T h i s  s p e c i f i c  enzyme h y d r o l y s e s  l e c i t h i n  o r  s p h i n g o m y e l i n  
t o  f o r m  8 d i g l y c e r i d e  a n d  p h o s p h o r y l - c h o l i n e .  O t h e r  r e l a t e d  
l i p i d s  /
Nt/No
A3
0 . 8 -
/
150
t (min.)
Fifoire 17. PRONASE TREATMENT OF PRE-FORIffiD 0-15 AGGREGATES, ezp. 11: 
arrow indicates time of addition of enzyme, 
flask: control
e
concentration: Hanks^
(/< g/ml . )
trypsin
▲
10.0
pronase
A
1 2 5 
5.4 10.8 21.5
1 8 5 .
l i p i d s  a r e  n o t  a t t a c k e d  ( H a n a h a n  a n d  V e r e a m e r  1 9 5 4 ) ^
P h o s p h o l l p a s e  C ( p h i  G) r e l e a s e s  p h o s p h o r y l c h o l I n e  f r o m  t h e
membrane o f  i n t a c t  e r y t h r o c y t e s  ( d a  G i a r  a t  a l  1 9 6 1 ) ,  L e n a r d
a n d  S i n g e r  ( 1 9 6 7 )  f o u n d  t h a t  t h e  enzyme r e l e a s e d  a b o u t  7 0 ^
of  t h e  p h o s p h a t e  f r o m  e r y t h r o c y t e  g h o s t s  w i t h o u t  d i s t u r b i n g
t h e  i n t e g r i t y  o r  s t r u c t u r e  o f  t h e  membrane  a s  d e t e c t e d  by
p h y s i c a l  m e t h o d s  ( s e e  p r e v i o u s l y ) .
T h e  z w i t t e r i o n l c  h e a d  o f  l e c i t h i n  h a s  n o  n e t  e f f e c t  on
t h e  "Ç p o t e n t i a l  o f  p a r t i c l e s  o f  l e c i t h i n  s u s p e n d e d  i n  w a t e r ,
b u t  t h e  a d d i t i o n  o f  d i v a l e n t  c a t i o n s  g i v e s  t h e  p a r t i c l e  a
p o s i t i v e  ^  p o t e n t i a l  (Bangham a n d  Dawson  1 9 6 8 ) .  T he  r e m o v a l
o f  p h o s p h o r y l c h o l i n e  f r o m  t h e  c a l l  s u r f a c e  may,  i f  a n y t h i n g ,
e n h a n c e  t h e  c a l l s  n e t  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e .  I n  a d d i t i o n ,
t h e  numb er  o f  d i v a l e n t  c a t i o n  b i n d i n g  s i t e s  ( e . g .  p h o s p h a t e )
w i l l  b e  r e d u c e d  ( S h a h  a n d  S c h u l m a n  1 9 6 7 ) ^
8 )  M e t h o d s
a )  Enzyme A s s a y
The  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme Y/as m e a s u r e d  by  a t i t r i m e t r l c
m e th o d  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  H a n a h a n  a n d  V e r c a m e r  ( 1 9 5 4 ) ,  t h e  o n l y
d i f f e r e n c e s  b e i n g  t h a t ,  w h e r e a s  t h e i r  a s s a y  was c o n d u c t e d  i n
a n  a t h e r - e l ê d h o l  m i x t u r e ,  t h e  s y s t e m  u s e d  h e r e  was e n t i r e l y
a q u e o u s  ( M a c f a r l a n e  a n d  K n i g h t  1 9 4 1 ) ;  a n d  t h e  t i t r a t i o n  and
*1 9r e c o r d i n g  w e r e  c a r r i e d  o u t  a u t o m a t i c a l l y  .
1 2 6 .
2 0
Eçpg y o l k  l e c i t h i n  was o b t a i n e d  d i s s o l v e d  i n  h e x a n e .
The  s o l u t i o n  was r o t a r y  e v a p o r a t e d  a n d  t h e  l e c i t h i n  r e -
22
21d i s s o l v e d  i n  t a t r a h y d r o f u r a n  (THF) a t  a b o u t  2.0 m g . / m l .  The
r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n s i s t e d  o f  0 . 7 5  m i s .  o f  0 . 0 1  M GaClg 
( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  2 . 5  mM), l e c i t h i n  i n  THF f r o m  0 , 0 5  t o  
0 . 1 5  m i s .  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  0 , 0 5 3  t o  0 . 1  m g . / m l , ) ,  a n d  
d i s t i l l e d  HgO t o  make a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 , 0  m i s .  a t  
pH 7 . 3 .
T h e  m i x t u r e  was t h e r m o s t a t e d  t o  5 7^ 0  ( a t  ro om t e m p e r a t u r e
o r  2 6 %  t h e  m i x t u r e  was t u r b i d  a n d  t h e  r a t e  o f  r e a c t i o n  b a r o l y
d é t e c t a b l e ) .  The  r e a c t i o n  v e s s e l  was e q u i l i b r a t e d  w i t h  p u r e  
23n i t r o g e n  g a s  .
The  r e a c t i o n  was i n i t i a t e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 0 5  m l ,
o f  p h o s p h o l l p a s e  G ^^ ,  2 m g . / m l ,  i n  2 , 5  mM GaGlg s o l u t i o n
a n d  t i t r a t e d  w i t h  H/^QQ NaOH'^^ a l s o  d i s s o l v e d  i n  2 . 5  mli G aG l^ .
26T he  b u r e t t e  was c a l i b r a t e d  by a d d i n g  known a m o u n t s  o f  HGl .
T he  e s t i m a t e d  i n i t i a l  r a t e  o f  r e a c t i o n  v a r i e d  w i t h  t h e
c o n c e n t r a t i o n  o f  s u b s t r a t e .  V i r t u a l l y  a l l  t h e  l e c i t h i n  was
h y d r o l y z e d  a t  r a t e s  c o m p a r a b l e  o r  f a s t e r  t h a n  t h o s e  r e p o r t e d
by M a c f a r l a n e  a n d  K n i g h t  ( 1 9 4 1 )  a n d  H a n a h a n  a n d  V e r c a m e r  ( 1 9 5 4 ) ,
i d i s o  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p h i  G i n  a c r y l a m i d e  g e l s  shovred s e v e r a l
5p r o t e i n s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  g r e a t e r *  oha n  3 x 10 i n  t h e  p h i  C 
s o l u t i o n  ( S e e  A p p e n d i x  I I  ) .  
b)  /
EQUIVALENTS of UaOH
39.0
26.0 -
13.0
20
t (rain.)
TITRIIffiTRIC ASSAY OP PHOSPHOLIPASE C; 
addition of 0.1ml. lecithin.
1 2 7 .
b )  E f f a c t  on Api^rao-atea
C e l l  s u s p a n s i o n a  w e r e  p r e p a r e d  a s  u s u a l  a n d  a g g r e g a t e d
i n  Hanks  (4  m i s . / f l a s k )  v / i t h  l O ^ g / m l .  DNAase f o r  90 o r  135
17m i n u t e s .  At  t h i s  t i m e  p h i  C,  Hanks o r  p u r i f i e d  t r y p s i n  was
a d d e d  i n  d i f f e r e n t  am o u n ts  e a c h  l a s s  t h a n  0 , 1  m l .  o f  Hanks ' ,
“ 3 /C e l l s  a p p e a r  u n h a r m e d  by t h e  enzyme a t  1 x 10 n i g . / m l .  b u t
” 3c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 x 10 m g , / m l .  o r  g r e a t e r  c a u s e d  e x t e n s i v e  
damage a f t e r  30 m i n u t e s  o f  I n c u b a t i o n ,
3 )  R e s u l t s
The  r e s u l t s  o f  tw o  e x p e r i m e n t s  ( e x p a . 1 2 , 1 3 )  e r e  s e e n  i n  
f i g s .  18 & 1 9 ,  T h e r e  se em s  l i t t l e ,  i f  a n y ,  e f f e c t  o f  p h i  C 
on C - 1 3  a g g r e g a t e s ,
E , EOTA.
1) M e t h o d s
I n  one  e x p e r i m e n t  a G - Î 3  s u s p e n s i o n  was p r e p a r e d  a s  u s u a l
b u t  t h e  f i n a l  r e - s u s p e n s i o n  i n  Hanks  was o m i t t e d .  I n s t e a d ,
t h e  c e l l s  w e r e  r e - s u s p e n d e d  i n  a s m a l l  v o l u m e  o f  t r i s  a n d
6a l i q u o t s  o f  t h i s  w e r e  r e - s u s p e n d e d  a t  a b o u t  10 c e l l s / m l ,  i n  
4 m i s ,  o f  e i t h e r  Hanks"', t r i s  o r  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  of  
ÏÏOTA. The  pH o f  t h e  s u s p e n s i o n s  was t e s t e d  b e f o r e  a n d  a f t e r  
a g g r e g a t i o n  a n d  r e m a i n e d  b e t v / e e n  7 , 1  a n d  7 . 2  i n  e a c h  f l a s k .
2 ) R e s u l t s
The  a g g r e g a t i o n  a n d  d a t a  f o r  t h e  e x p e r i m e n t  c a n  b e  s e e n  
i n  f i g . 20 a n d  t a b l e  3 .  The  p r e s e n c e  o f  a s  much a s  a 0 . 0 1  M 
c o n c e n t r a t i o n  /
SINGLE CELLS
20 80
PHOSPHOLIPASE C TREATMENT OP PRE-PORI-IED C«13 
AGGREGATES, exp. 12:
abscissa -- time after addition of enzyme, 
ordinate - concentration of residual single cells in
an aggregated suspension composed of single 
cells and clusters of various sizes,
counting by hemocytometry,
flask: control trypsin
e  A
concentration: Hanks' 9.0
(/f g/ml.)
phosphollpase C 
□ B
0.5 1.0
0.6  - •
0 . 2  -
20 80 100 
t (min.)
PHOSPHOLIPASE G TIIEATMENT OP G-13 PRE-PORI-ÎSL AGGREGATES, 
exp. 13:
abscissa - as in fig. 18,
ordinate - total particles counted electronically,
concentration: 
(/(  ê/ial»)
flask: control
e
lianks^
trypsin
A ▲
0.18 9.0
phospholipase 0 
□ a
0 .2  0.5
N
t/K,
0.6
2 0
* t*N
Fimire 20. El^FECT OF EDTA GÎT C-13 AGGREGATION, exp. 14:
flask: control
O A
concentration: Hanks^ "tris"
upper curve: hanks, 
lower curve: 0.01M EDTA.
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1 2 8 .
c o n e e n t r a t i o n  o'^ JBDTA ha d  no d e t e c t a b l e  e ’^’f e c t  on G«13 
a g g r e g a t i o n .
? .  D i s c u s s i o n  ( a x p 3 . 8 " 1 4 )
The  m a i n  c o n c l u s i o n  t o  b e  d r a w n  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  
e x p e r i m e n t s  i s  t h a t  p r o t e i n  ( b u t  n o t  c o l l s p ; 0 n) i s  i  mo o r  t a n t  
t o  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  i n  t h i s  s y s t e m .  A s e c o n d  p o i n t ,  i n  
v i e w  o f  t h e  i n s e n s i t i v i t y  o f  a g g r e g a t i o n  t o  EDTA, i s  t h a t  i f  
d i v a l e n t  c a t i o n s  e r e  r e q u i r e d  f o r  t h e  a d h e s i o n ,  t h e i r  b i n d i n g  
t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  m u s t  b e  o f  a s t r e n g t h  f o r  w h i c h  t h e r e  
w ou ld  a p p e a r  t o  b e  no b i o l o g i c a l  p r e c e d e n t .
T he  f u n c t i o n  o f  c e l l  s u r f a c e  p r o t e i n  I n  G- 1 3  i n t e r a c t i o n  
i s  n o t  known b u t  t h e r e  e r e  a t  l e a s t  t h r e e  p o s s i b i l i t i e s :  a )  a s  
an i n t e r c e l l u l a r  c e m e n t ,  b )  c o m p l e m a n t e r i t y  t o  a n o t h e r  t y p e  o f  
m o l e c u l e  on an  o p p o s i t e  c e l l  s u r f a c e , a n d  c )  a s  n e g a t i v e l y  
c h a r g e d  g l y c o p r o t e i n  p r o v i d i n g  much o f  t h e  p o t e n t i a l  of  t h e  c e l !
a )  The e x i s t e n c e  o f  a s o l u b l e  ’^ ce m en t ’’ , o p e r a t i n g  a s  Humphreys  
( 1 9 6 3 ) h a s  d e s c r i b e d  i n  s p o n g e s , c a n  b e  r e j e c t e d  s i n c e  G- 1 3  
c e l l s  a g g r e g a t e  r a p i d l y  i n  Hanks medium w i t h o u t  a d d i t i o n  of 
c e l l u l a r  e x t r a c t s  a n d  a p p a r e n t l y  w i t h o u t  s y n t h e s i s  of  c e m e n t i n g  
m o l e c u l e s .  T h i s  l e t t e r  p o i n t  i s  e v i d e n t  s i n c e  t h e  f i n a l  
e x t e n t  (  0 )  o f  a g g r e g a t i o n  d e p e n d s  on o n l y  t h e  i n i t i a l  c e l l  
d e n s i t y  a n d  n o t  t i m e .  A c e m e n t ” f i r m l y  bound  t o  one  o f  t h e  
c e l l s  c o u l d  n o t  b e  d i s t i n g u i s h e d  f r o m  p o s s i b i l i t y  b .
129.
b)  As a c o m p l e m e n t a r y  m o l e c u l e ,  p r o t e i n  may f u n c t i o n  
a s  i n  t h e  y e a s t  m a t i n g  s t r a i n s ,  w h e r e  a g c l y c o p r o t e i n  on one  
g a m e t e  b i n d s  s d i f f e r e n t  g l y c o p r o t e i n  on t h e  o p p o s i t e  g a m e t e
( B r o o k  1 9 5 8 ) .  P r o t e i n  may a l s o  l i n k  c e l l s  a s  s u g g e s t e d  i n  
c h i c k  e m b r y o n i c  n e u r a l  r e t i n a l  c e l l s  b y  d o s e m a n  ( 1 9 7 0 ) ,  I n  
t h e s e  c e l l s ,  a g l y c o s y l  t r a n s f e r a s e  on one  c e l l  b i n d s  s 
s p e c i f i c  s u g a r  a c c e p t o r  on a n o t h e r  c e l 1 » H o w e v e r ,  o t h e r  
p r o t e i n  c o m p l e m e n t a r y  s t r u c t u r e s  a r e  f e a s i b l e .
c )  P r o t e a s e s  c l e a v e  many n e g a t i v e l y  c h a r g e d  g l y c o p e p t i d e s  
f r o m  t h e  c e l l  s u r f a c e  ( s e e  d i s c u s s i o n  p r e v i o u s l y ) .  T h e i r  
l o s s ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  l y o p h o b i c  c o l l o i d  t h e o r y  o f  c a l l  
a d h e s i o n  ( C u r t i s  1 9 6 0 ) ,  s h o u l d  c a u s e  s  d e c r e a s e  i n  t h e  c e l l  
s u r f a c e  n e t  n e g a t i v e  c h a r g e  a n d  r e p u l s i v e  f o r c e  a n d  t h u s  c a u s e  
an  i n c r e a s e  i n  a d h e s i o n .  Gook e t  a l  ( 1 9 6 1 )  h a v e  shown t h a t  
t r y p s i n i n a t i o n  o f  e r y t h r o c y t e s  g r e a t l y  r e d u c e s  t h e  c e l l  s u r f a c e  
c h a r g e  a s  m e a s u r e d  by e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y .  H o w e v e r ,  
h e a v i e r  t r e a t m e n t s  w i t h  t r y p s i n  c a u s e  a d e c r e a s e  i n  c e l l  
a g g r e g a t i o n  a s  shown a b o v e .  T h i s  i s  p r o b a b l y  due  t o  t h e  
d e s t r u c t i o n  o f  c e l l  s u r f a c e  a d h e s i v e  m o l e c u l e s  b u t  t h e  p o s s i ­
b i l i t y  r e m a i n s  t h a t  p r o g r e s s i v e l y  i n c r e a s i n g  t r y p s i n  t r e a t m e n t  
r e v e a l s  more  a n d  m o r e  c h a r g e d  g r o u p s .
The  s e c o n d  c o n d l u s i o n  c o n c e r n s  t h e  o b s e r v a t i o n s  w i t h  
p h i  G a n d  TDTA. L e s s e p a  ( 1 9 6 7 )  f o u n d  t h a t  a t r y p s i n  I n s e n s i t i v e  
l a n t h a n u m  s t a l  n i n g  l a y e r  on t h e  s u r f a c e  o f  e m b r y o n i c  c h i c k  
c e l l s  /
1 3 0 .
c e l l s  was a t t a c k e d ,  a n d  r em o v e d  by p h i  C. The  o b s e r v a t i o n  t h a t  
p h i  0 f a i l e d  t o  d i s p e r s e  a g g r e g a t e s  may mean t h a t  t h i s  l a y e r  
may h a v e  no a d h e s i v e  p r o p e r t i e s .  G a l c i u m  and  o t h e r  d i v a l e n t  
c a t i o n s  do n o t  a p p e a r  t o  b e  o f  i m p o r t a n c e  i n  C -1 3  a g g r e g a t i o n .  
The c e m e n t  and  c a l c i u m  b r i d g e  t h e o r i e s  o f  c e l l  a d h e s i o n  p r e d i c t  
t h a t  t h e s e  i o n s  a r e  boun d  t o  m o l e c u l e s  on t h e  c e l l  s u r f a c e .  
H o w e v e r ,  a s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y  ( s e e  s e c t i o n  on M e c h a n i s m s  o f  
A d h e s i o n )  t h e  o n l y  known c e l l  s u r f a c e  m o l e c u l a r  g r o u p  w h i c h  may 
b i n d  d i v a l e n t  c a t i o n s  w i t h  a n y  c o n s i d e r a b l e  s t r e n g t h  a r e  
p h o s p h a t e s  i n  p h o s p h o l i p i d s  ( s e e  S h a h  a n d  S c h u l m a n  1 9 6 7 ) .  
A l t h o u g h  p h i  G r e m o v e s  mos t  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  p h o s p h a t e  
g r o u p s ,  i t  h a s  no d e t e c t a b l e  e f f e c t  on c e l ]  a d h e s i o n .
The  f a i l u r e  o f  EDTA t o  d e c r e a s e  a g g r e g a t i o n  o f  G- 1 3  
c e l l s  f a i l s  t o  s u p p o r t  e i t h e r  t h e  c a l c i u m  b r i d g e  o r  l y o p h o b i c  
c o l l o i d  t h e o r i e s  o f  c e l l  a d h e s i o n ( u n l e s s  t h e  c e l l s  a d h e r e  i n  t h  
p r i m a r y  m i n i m u m ) .  I t  i s  c o n c e i v a b l e  t h a t  c a l c i u m  s e q u e s t e r e d  
b y  EDTA i s  r e p l a c e d  by i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m ,  b u t  t h e  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  c a l c i u m  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c e l l  i s  p r o b a b l y  f a r  t o o  
lo w .  F o r  e x a m p l e ,  i t  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  4 , 7  mM ( f o r  HeLa 
c e l l s )  a n d  o n l y  1 0 %  o f  t h a t  f i g u r e  i s  l o c a t e d  i n t r a c e l l u l a r l y
( B o r l e  1 968 ;  a l s o  s e e  L o e w o n s t e i n  1 9 6 8 ) .  The  t o t a l  amou n t  o f
6c a l c i u m  I n  10 c e l l s  i n  one  ml 11 i l  i t  -^r w o u l d  be  s e v e r a l  o r d e r s  
o f  m a g n i t u d e  l e s s  t h a n  t h e  a m o u n t s  o f  EDTA u s e d  i n  t h i s  e x p e r i ­
m e n t .  The  i n e f f e o t i v e n e s s  o f  !QDTA m i g h t  bo d u e  t o  a c e l l  
s u r f a c e  /
1 3 1 .
s u r f a c e  m o l e c u l a r  g r o u p  b i n d i n g  c a l c i u m  w i t h  g r e a t e r  s t r e n g t h  
t h a n  t h e  c h e l a t i n g  r e a g e n t .  Hovfever ,  no  s u c h  m o l e c u l e  i s  
known.
1 3 2 .
KPEtlMENTAl.  I l l  -  NEiRAUIHIDASE 
A o I n t r o d u c t i o n
1) F u n c t i o n s  o f  c e i l  s u r f a c e  n e u r s m i n i o  s o l d
NANA h a s  b a a n  t h o u g h t  t o  b e  o f  i m p o r t a n c e  i n  c a l l u l e r  
a d h e s i v e  i n t e r a c t i o n s  b e c a u s e  o f  i t s  m a j o r  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  
c a l l  s u r f a c e  n e t  n e g a t i v e  c h a r g e  ( C u r t i s  1 9 6 0 )  a n d  b a c a u s e  i t  
may b e  a s i t e  o f  c a l c i u m  b r i d g i n g  b e t w e e n  c e l l s  ( S t e i n b e r g  1962)  
The  f u n c t i o n s  o f  t h e  n e u r a m i n i c  a c i d  i n  r e g a r d  t o  c e l l u l a r  
i n t e r a c t i o n s  w i t h  a n t i b o d i e s ,  a g g l u t i n i n s  a n d  v i r u s e s  h a v e  b e e n  
d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y .
j D e s p i t a  t h e s e  f u n c t i o n s  t h e  p h y s i o l o g i c a l  i m p o r t a n c e  ( i f  
a n y )  o f  c e l l  s u r f a c e  NANA g r o u p s  i s  n o t  know n.  H o w e v e r , G l i c k  
e t  a l  ( 1 9 6 5 )  h a v e  f o u n d  t h a t  t h e  t r e a t m e n t  o f  L1210  c e l l s  w i t h  
n e u r a m l n i d a s e  (NANasa)  d e c r e a s e d  t h e  p o t a s s i u m  r e l e a s e d  by  t h e  
c e l l s  i n  p o t a s s i u m - f r e e  m e d i a .  The  t r e a t m e n t  a l s o  r e d u c e d  t h e  
s e c r e t i o n  o f  s e v e r a l  i n t r a c e l l u l a r  p r o t e i n s  w i t h o u t  e f f e c t  on 
o t h e r  c o m p o n e n t s ,  i . e .  g l u c o s e ,  s o d i u m  a n d  l y s i n e  ( c l i c k  e t  al 
1 9 6 6 ) .
2 ) S t r u c t u r 0  o f  ce l  1 s u r  f s c e  NANA
NANA o c c u r s  on t h e  c e l l  s u r f a c e  o n l y  a s  t h e  t e r m i n a l  
r e s i d u e C s )  o f  s p e c i e s  o f  g l y c o l i p i d s  a n d  g l y c o p r o t e i n s  ( B l i x  
1 9 5 9 ,  W a r r e n  1 9 6 6 ,  Hoseman  1 9 7 0 ) .  The nu m be r  o f  t h e s e  s p e c i e s  
i s  l i m i t e d  (Win%: 1 e r  e t  a l  1 9 6 7 ,  Meez-an e t  a l  1 9 6 9 ) ,  NANA i s  
c o n n e c t e d  by a n  cc - k o t o s i d l e  b o n d  f r o m  i t s  0 - 2  p o s i t i o n  t o  
e i t h e r  /
1 3 3 .
e i t h e r  û - g a l a o t o s e ,  o r  N - s c e t y  1 - I D - g s I s o t o s a m i n o  ( G o t t s c h a l k  
1 9 6 6 ,  d o s e m s n ,  1 9 7 0 ) .  F o r r e s t e r  e t  s i  ( 1 9 6 2 )  f o u n d  t h a t  t h e  
n e t  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  0 - 1 3  c e l l s  was d u e  l a r g e l y  t o  
NANA g r o u p s .  The  c a r b o x y l  g r o u p  o f  t h e  s u g a r  i s  s t r o n g l y  
a c i d i c  w i t h  & pK^ o f  ^  2 . 7  ( S v a n n e r h o l m  19 5 7 )  ,
N e u r a m i n i c  a c i d  e x i s t s  w i d e l y  i n  n a t u r e ,  b u t  m os t  
commonly a s  N - e c e t y l - n e u r a m i n i c  a c i d .  H o w e v e r ,  O - a c e t y l  a n d  
N - g l y c o l y l  g r o u p s  ( n o t  known i n  any  o t h e r  b i o l o g i c a l  m o l e c u l e ,  
B l i x  1959)  a r e  s o m e t i m e s  f o u n d ,  ( W a r r e n  1 9 6 6 ) .
3 )  C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s  NANase
C a s s i d y  e t  a l  ( 1 9 6 5 )  h a v e  c o m p a r e d  t h e  p r o p e r t i e s  o f  
t h e  enzyme d e r i v e d  f r o m  C1 . p e r f r i n g a n a  w i t h  t h a t  f r o m  V i b r i o 
c h o l e r a .  0 1 , p e r f r i U f r e n s  NANasa h a s  n o .  m e t a l  r e q u i r e m e n t  
u n l i k e  t h e  V. c h o l e r a  enzyme w h i c h  I s  a c t i v a t e d  by Os ; b u t  
o t h e r w i s e  b o t h  h a v e  s i m i l a r  a c t i v i t i e s .  T h e r e  i s  no  d i f f e r e n c e  
i n  t h e i r  s p e c i f i c i t i e s ,  w h i c h  i n c l u d e  a l l  t h e  n e u r a m i n i c  a c i d s  
( d a f e l s o n  e t  a l  1 9 6 6 ) .  The  pH op t imum i s  b e t w e e n  5 a n d  6 b u t  
t h e  enzymes a r e  a l s o  a c t i v e  a t  pH 7 (Ada e t  a l  1 9 6 1 ) .
C a s s i d y  e t  a l  ( 1 9 6 5 )  a l s o  f o u n d  t h a t  t h e  03 e n d  C6 
i s o m e r s  o f  N A N A - g a l a c t o s e  w e r e  c l e a v e d  a t  lo w  r a t e s .  Some 
n e u r a m i n i c  a c i d  r e s i d u e s  i n  p o r c i n e  a n d  b o v i n e  s u b m a x i l l a r y  
m u c i n s  a n d  c a l f  b r a i n  g a n g l l o s i d e  w e r e  r e s i s t a n t  t o  NANase., 
E x c e p t  /
1 3 4 .
p r y
E x c e p t  w h e r e  s t a t e d ,  Sigma NANa se ' " ' ,  b a t c h  number  
9 9 B - 8 1 0 0 ,  was  u s e d  i n  e a c h  e x p e r i m e n t ,  D i s c  e l e c t r o p h o r e s i s  
o f  t h e  enzyme on 7 . 5  a n d  1 5^  a c r y l a m i d e  g e l s  sh ow ed  t h a t  t h e
p r e p a r a t i o n  c o n t a i n e d  a t  l e a s t  f o u r  p r o t e i n s  o f  m o l e c u l a r
4 5w e i g h t / ^ l O  a n d  one  p r o t e i n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  ^  3 x  10
{ s e e  A p p e n d i x  I I ,  f i g . 3 6 ) .
B . F l u o r ! m e t r i c  A s s a y  o f  NANase A c t i v i t y
1) I n t r o d u c t i o n
I t  i s  n e c e s s a r y  t o  e x a m i n e  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  enzyme
i s  a c t i v e  i n  r e m o v i n g  NANA f r o m  t h e  c e l l  s u r f a c e .  A l l  t o o
o f t e n ,  t h i s  h a s  n o t  b e e n  d o n e  w i t h  NANsse p r e p a r a t i o n s .  The
a s s a y  was m o d i f i e d  f r o m  t h a t  d e v e l o p e d  by Go^Btnb a n d  Aoseman
( 1 9 6 3 ) .  T h i s  p a r t i c u l a r  a s s a y  was u s e d  b e c a u s e  o f  i t s
u n e q u a l l e d  s p e c i f i c i t y  e n d  s e n s i t i v i t y  f o r  t h e  mos t  common
n e u r a m i n i c  a c i d s  ( B r u n e t t i  e t  a l  1 9 6 3 ,  a n d  s e e  E l c k b e r g  and
K b  r n C V S  k y  1 9 6 6 ) .
a ) 0 en e r a  1 d e s  c r i  p t  i  on o f  t  he a  s s ay
T h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  NANase was m e a s u r e d  on c e l l s
c u l t u r e d  i n  p l a s t i c  p e t r l  d i s h e s  a t  pH 7 . 2 ,  t h u s  t h e  d a m a g i n g
e f f e c t s  o f  l o w e r  p H ' s  on t h e  c e l l s  w e r e  a v o i d e d .  A f t e r  v a r i o u s
t i m e s  o f  i n c u b a t i o n  an  a l i q u o t  o f  NANase c o n t a i n i n g  c e l l
s u p e r n a t a n t  y j b b  w i t h d r e y m  a n d  t r e a t e d  w i t h  n e u r a m i n i c  a c i d
a l d o l a s 0 o  The c o n c e n t r â t  i o n  o f  p y r u v a t e ,  p r o d u c e d  f r o m  NANA by
t h e  /
135.
t h e  e l d o l e s  e ,  wss m e a s u r e d  by  i t s  c o n v e r s i o n  t o  l a c t a t e ,  u s i n g  
a l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e - N A D H  s y s t e m .  T h e  d e c r e a s e  i n  NA'iDH 
was m e a s u r e d  f l u o r i i n e t r i c a l l y ,
b )  Neu r a m i n i c  a c i d  a l d o l a s e
T h i s  enzyme c l e a v e s  NANA i n t o  p y r u v i c  a c i d  a n d  
N - s c e t y l m a n n o s a m i n e  ( i a f e l s o n  e t  a l ,  1 9 6 6 ) .  N - g l y c o l »  
n e u r a m i n a t a  i s  c l e a v e d  a t  a r a t e  6 5 ^  o f  t h a t  o f  NANA a n d  
N - O - d i a c e t y l  n e u r a m i n a t a  a t  l é %  o f  NANA, T h e  o t h e r  n e u r a m i n i c  
a c i d s  a r e  n o t  a t t a c k e d .  The enzyme a l s o  f o r m s  NANA f r o m  
p y r u v a t e  a n d  N - a c e t y l - m a n n o s a m i n e  s u b s t r a t e s  w i t h  an 
e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  o f  0 . 0 6 4  M a t  37^0 (Gomb a n d  d o s e m a n  1 9 6 2 )  
The  pH op t im um  i s  7 . 2  b u t  t h e  enzyme i s  e f f e c t i v e  a t  
6 . 8  -  8 , 0 .  A l d o l a s e  p r e p a r a t i o n s  a r e  o f t e n  f o u n d  t o  be  c o n ­
t a m i n a t e d  w i t h  NADH o x i d a s e  (Comb an d  R o s e m m  1 9 6 2 ) ,
2 )  M e t h o d s
a)  The  a s s a y
a)  G- 1 3  c e l l s  w e r e  p l a t e d  i n t o  60 mm. d i a m e t e r  p l a s t i c  p e t r i
d i s h e s ^ ^  ®t 10^  c e l l s / d i s h  a nd  g r ow n  f o r  t w o  d a y s  i n  4 m i s ,
o f  811 u n t i l  c o n f l u e n t ,  b )  The  c u l t u r e s  w e r e  g e n t l y  w a s h e d  i n
100 m i s ,  o f  warm Hanks  o n c e  a n d  t h e n  g i v e n  t l ' i r e e  w a s h e s  i n
29100 m i s , o f  warm g l u c o s e - f r e e  Hanks  ( gF H ) , Thch  c u l t u r e  was 
t h e n  i n c u b a t e d  i n  tw o  c h a n g e s  o f  gFH f o r  a p p r o x i m a t e l y  one  
h o u r .  The  p u r p o s e  o f  t h e  GFH i n c u b a t i o n  was t o  h e l p  r e d u c e  
t h e  /
-LU U
t h e  c o n s  i d e r s b l  Q smoar.it o"^  p y r u v s t e  s e c  r a t  ad by t h e  c e l l s  
d u r i n g  t h e  s s s a y  ( s e e  f i g , 24)  , A l l  o p e r a t i o n s  v / e r a  s t  37^0 
e n d  t h e  c u l t u r e s  w e r e  h a n d l e d  g e n t l y  t o  a t t e r a p t  t o  r e d u c e  
damage  t o  t h e  m o n o l a y e r ,  c )  A f t e r  GPd i n c u b a t i o n  t h e  c u l t u r e s  
w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  G PH a n d  t h a n  t h o r o u c r h l y  d r a i n e d  ( d r y i n g  
was a v o i d e d ) .  S u b s e q u e n t l y o n e  m l ,  o f  NANase i n  GPH was 
a d d e d  t o  e a c h  d i s h ,  s t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  i n d i c a t e d ,  d)
The  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a m o i s t  c o n t a i n e r  a t  3 7 ^ 0 .  At  
v a r i o u s  t i m e s ,  t h e y  w e r e  w i t h d r a w n  a n d  a l i q u o t s  o f  0 , 9  m i s ,  
w e r e  r e m o v e d  f r o m  e a c h  c u l t u r e  a n d  a d d e d  t o  a t e s t  t u b e  c o n ­
t a i n i n g  e i t h e r  0 , 1  m l ,  o f  0 , 0 2  M p h o s p h a t e  b u f f e r ^ ^ ,  pH 7 . 2
( i n  d u p l i c a t e  t o  m e a s u r e  p y r u v a t e  r e l e a s e d  f r o m  c e l l s )  o r  0 , 1
31
m l ,  o f  b u f f e r  w i t h  0 , 0 5 6  u n i t s  a l d o l a s e  ( t o  d e t e r m i n e  t h e
HANA r e l e a s e d ) ,  e )  Eac h  s o l u t i o n  was m i x e d  a n d  i n c u b a t e d  I n
e 3 7 %  w a t e r  b a t h  f o r  60 m.in i n  s e a l e d  t e s t  t u b a s ,  f )  A f t e r
t h i s  t i m e ,  t h e  t u b e s  w e r e  s t o p p e r e d  w i t h  Kj e l  da  h i  c a p s  a nd
i m m e r s e d  i n  a b o i l i n g  v / a t e r  b a t h  f o r  t w o  m i n u t e s  t o  d e s t r o y  t h e
NA'DH o x i d a s e  f o u n d  i n  t h i s  a l d o l a s e  a n d  t o  p r e c i p i t a t e  t h e
p . r o t e i n .  The  s o l u t i o n s  w a r e  t h e n  p l a c e d  i n  a n  i c e  b a t h ,  g)
A t  t h i s  p o i n t ,  0 , 9  m l ,  o f  e a c h  s a m p l e  was r e m o v e d  t o  a n o t h e r
t e s t  t u b e  a n d  m i x e d  w i t h  0 , 1  m l .  o f  LM»NAi)H i n  QPH ( f i n a l
c o n c e n t r a t i o n s s  0 , 0 0 2  m g /m l ;  NAOH  ^ 1 , 0 2 4  x 10 ^  M / m l )
h)  T h i s  s o l u t i o n  was t h e n  m i c r o p o r e  f i l t e r e d  u s i n g  0 , 3  
34f i l t e r s  t o  r e m o v e  p r e c i p i t a t e d  p r o t e i n .  T h e r e f o r e  t h e  
s a m p l e s  /
s a m p l e s  d i f f e r e d  o n l y  i n  t h e i r  p y r u v a t e ,  n e u r e m l n s t e  and  
a l d o l a s e  c o n t e n t .
b )  E l u o r l m e t r y
The  s o l u t i o n s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  s m a l l  c u p s  a n d  s a m p l e d  
a u t o m a t i c a l l y  a t  t h e  r a t e  o f  f o u r / m i n u t e .  A p p r o x i m a t e l y  0 . 8  
m l ,  o f  e a c h  s o l u t i o n  was p a s s e d  t h r o u g h  t h e  f l o w  c e l l  o f  a 
L o c a r t e  MK-5 f l u o r l m e t e r  w i t h  a p r i m a r y  L P-2  f i l t e r  a n d  a 
s e c o n d a r y  L F - 5  f i l t e r .  B e t w e e n  e a c h  s a m p l e  w e r e  one  GFH b l a n k  
a n d  two  w a t e r  b l a n k s .
T he  p e n  r e c o r d e r  was c a l i b r a t e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  
d i f f e r e n c e  i n  f l u o r e s c e n c e  b e t w e e n  t h e  oPH b l a n k s  a n d  c o n t r o l s  
c o n t a i n i n g  known c o n c e n t r a t i o n s  o f  HABH i n  OFH,
5 )  C o n t r o l s
a )  P y r u v i c  a c i d  a s s a y
The e f f i c i e n c y  o f  t h e  LBH-NAOH s y s t e m  was e x a m i n e d  i n
c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  a s s a y  f o r  c e l l u l a r  NANA, D i f f e r e n t  c o n -
36 “'3c e n t r a t i o n s  o f  p y r u v a t e  i n  GPH ( 0 , 9  m i s , ,  0 , 5  -  5 , 0  x 10
>( M / m l . )  w e r e  m i x e d  w i t h  0 , 1  m l ,  o f  LOH-NAIiH as  a b o v e  an d  i n -
c u b a t e d  a t  room t e m p e r a t u r e .
T h e  r e s u l t s  f o r  two  e x p e r i m e n t s  a r e  shovm i n  f i g , 21 a n d
i n d i c a t e  a l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  am oun t  o f  p y r u v a t e
a d d e d  a n d  t h e  amoun t  o f  NADH d e s t r o y e d ,
b ) NANA a s s a y
The  a c t i v i t y  o f  t h e  a l d o l a s e  was t e s t e d  by c o u p l i n g  
t h e  p r o d u c t s  o f  a n  a 1dolase -NANA r e a c t i o n  t o  t h e  LDH-NADK
s y s t e m , /
]38.
s y s t e m .  T h i s  was a l s o  d o n e  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a s s a y s  f o r  c e l l  
u l s r  NANA,
37
NANA was  d i s s o l v e d  i n  GPH a t  c o n c e n t r â t  i o n s  r a n g i n g
"3
f r o m  1 , 0  " 5 , 0  x 10 ^  M / m l , As b e f o r e .  0 . 9  m i s ,  o f  NANA w e r e  
m ix e d  w i t h  0 , 1  mis  , o f  a l d o l a s e  a n d  p l a c e d  i n  & 37*^0 w a t e r  b a t h  
f o r  60 n i l n s .  The  s o l u t i o n s  w e r e  t h e n  b o i l e d  f o r  2  m i n s , t o  
d e s t r o y  NADH o x i d a s e ,  c o o l e d ,  and  t h e n  0 , 9  m i s ,  was t r a n s f e r r e d  
t o  a t e s t  t u b e  a n d  m i x e d  w i t h  0 . ]  m l ,  o f  LDH-NADH s o l u t i o n .
The s a m p l e s  w e r e  mi o r o p o r e  f i l t e r e d  a s  b e f o r e  a n d  i n c u b a t e d  
a t  ro om  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  b e i n g  r e a d .  T h e  r e s u l t s  e r e  shown 
i n  f i g , 2 2 ,
c )  NAPE d e c a y
NADH was made up a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  e a c h  e x p e r i m e n t ,  
i m m e d i a t e l y  b e f o r e  f l u o r i m e t r y ,  D u r i n g  t h e  s a m p l i n g  p e r i o d ,  
t h e  f l u o r e s c e n c e  o f  t h e  s t a n d a r d  NADH d e c r e a s e d  a s  s e e n  i n  f i g ,  
2 3 .  The  e f f e c t  o f  t h i s  d e c a y  was t a k e n  i n t o  a c c o u n t  a n d  
c o r r e c t e d  f o r  e a c h  s a m p l e ,
4)  d e s u i t  a
The  t o t a l  amount  o f  p y r u v a r e  m e a s u r e d  i n  e a c h  c u l t u r e  
e n d  t h a t  d u e  t o  NANA i s  shown i n  f i g , 2 4 ,  A p p r o x i m a t e l y
a 6
3 X l o "  M NANA/lO c e l l s  i s  r e l e a s e d  by  NANase b u t  t h e  amount  
i s  a f u n c t i o n  o f  enzyme c o n e e n t r â t ! o n .  T h i s  v a l u e  I s  more 
t h a n  t w i c e  t h a t  r e p o r t e d  f o r  G- 1 3  c e l l s  by Krearner  ( 1 9 6 7 )  a n d  
o v e r  4 0 0 - f o l d  g r e a t e r  t h a n  t h a t  r e p o r t e d  f o r  c h i c k  e m b r y o n i c  
c e l l s  /
ARBITMRY PLUORESGKHGE UNITS
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Flmare 21 above. CONTROL ASSAY FOR PYRUVIC ACID: 
abscissa - concentration of pyruvate added to the system, 
.slope = 0,154x10“^N/unitj r = 0.982; slope NADH used _
Fi/mre 22 below. CONTROL ASSAY FOR NANA:
pyr. added
0.90
abscissa - concentration of added NANA, slope = 0.102x10**^ M/unit ; 
r = 0.998.
ARBITRARY FLUORESCENCE UNITS
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ARBITRARY TIME SCALE
Figure 23. NADH DECAY:
Regression of the loss of fluorescence of the NADH 
solutions during the assays for NANA, 
exp. slope 3^
A -0.182/ 0.011
B -0.198/ 0.020
per time unit
x10**VlO^CELL3
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Figure 24. CELL SURFACE NANA RELEASED BY NANASE TREATMENT:
abscissa - time of enzyme incubation with the cell monolayer 
ordinate - equivalent amount of pyruvic acid standard
1) e total pyruvate released from cells treated with NANase
2) O)
3) pyruvate derived from NANA alone (curve 1, minus pyruvate released
4) 0 / from cells^not treated with •afdol fe).
NANase o a  □
concentration: 0,05 0.025 0.005
(mg/ml)
139.
c o l l a  by Kenip ( 1 9 7 0 ) .  C o n i p s r i s o n  o f  t h e s e  r e s u l t s  ? / i t h  my own
i s  d i f f i c u l t  s i n c e  b o t h  s u t  h o r s  f i r s t  d i  s a c-.c r^e orated t h e  c e l l s
w i t h  e x t e n s i v e  t r y p s i n  t r e a t m e n t s  b e f o r e  a p p l y i n g  NANsao.  Kemp
( 1 9 7 0 )  f o u n d  t h a t  t ' h l s  i n i t i a l  t r y p s i n  t r e a t m e n t  o f  c h i c k  c e l l s
—3 6r e m o v e d  2 , 8  x 10 H KANA/lO c e l l s  a n d  s u b s e q u e n t  NANase
” 5 , 6
t r e a t m e n t  r e l e a s e d  o n l y  1 . 3  x 10 At 11 NANA/10 c e l l s ,
0 . NANase a n d  C«13 ar r r r recpat ion
T o  e x a m i n e  t h e  p o s s i b l e  f u n c t i o n  o f  c e l l  s u r f a c e  NANA i n  
i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  c a l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  NANase I n  e i t h e r  
one  o f  t h r e e  w a y s ;  ( i )  a d d i t i o n  o f  t h e  enzyme t o  s t a b l e  
a g g r e g a t e s ,  ( i l )  enzyme a d d i t i o n  s t  t  ^ o ,  a s  a g g r e g a t i o n  b e g i n s  
a s  d o n e  by Kemp ( 1 9 6 8 ) ,  a n d  ( 1 1 1 )  p r e “ t r e a t m e n t  o f  c u l t u r e s  
w i t h  t h e  enzyme b e f o r e  t e s t i n g  a g g r e g a t i o n ,
1 ) NANase on An:nrep:ate3 
a ) N e t  hods
I n  a s e r i e s  o f  5 e x p e r i m e n t s  ( e x p s . I I I  1 « 6 )  NANase was 
a d d e d  t o  c o m p l e t e l y  a g g r e g a t e d  0 - 1 3  s u s p e n s i o n s  i n  s h a k e r s ,  a t  
3 7 ^ 0 .  The  s u s p e n s i o n s  w e r e  f i r s t  a g g r e g a t e d  f o r  30 -  50 m i n ­
u t e s  i n  H a n k s ,  u n t i l  t h e  s y s t e m  h a d  bec om e s t a b l e ,  and  t h e n  
0 . 1  m i s .  o f  NANase i n  H ank s  was a d d e d .  I n  a l l  b u t  t h e  f i r s t  
e x p e r i m e n t ,  t h e  NANase u s e d  was f r o m  t h e  same b a t c h  as  t h a t  u s e d  
i n  t h e  enzyme a s s a y ,  
b ) R e s u l t s  
I n /
0 .8 -
0.6-
75 100 150 20050
Figure 25
t (min.)
TREATMENT OF PRB-PORMED C-13 AGGREGATES WITH NANASE, exp. 5:
abscissa - time during aggregation; arrow indicates addition of NANase, 
ordinate - relative increase in aggregation compared with the particle 
concentration before addition of NANase, (  ^),
• Hanks^I A NANase 0.01mg/ml,, ^ NANase 0.05mg/ml.
experiment: VHanks^ control,
1 1 .042 (pairs)
2 1.033
5
4
5
0.949 
1.006 
0.881
y NANase treated (with NANase concentration) 
0.798 (pairs) (0.051 mg/ml.)
0.868(0.05mg/ml); 0.7B6(0.025mg/ml);
0.871(0.005mg/ml)
0 .505(0.01 mg/ml); 0.444(0.05rag/ml)
0 . 5 2 1  " " ; 0.584 " "
0 . 5 5 0 (0 . 025mg/ml),
27. NANase treated suspension after 130', 0,025mg/ml. NANase, 
0 = 0.203.
Darkfield illumination, 
Magnification: x284
H O .
I n  a l l  o u t  8 -xp. l  HAi'Taso c a u s e d  a n  I m m é d i a t e i n c r e a s e  
i n  8gp;re,o’a t i o n  i n v o l v i n g  a 3.1 p a r t i c l e  s i z - e  c l a s s e s  a s  a 
f u n c t i o n  o f  enzyme c o n c e n t r a t i o n  ( f i g . 2 5 ) .  T h e  a d d i t i o n a l  
a g g r e g a t i o n  was s u b s t a n t i a l  w i t h  0  b e i n g  i n c r e a s e d  by a b o u t  
5 0 ^  a b o v e  a p ^ g r e g a t i o n  v / i t h o u t  NANase.  T he  s i z e  of' t h e  
ep’^ r e g s t e s  i n  t h e  NANase s u s p e n s i o n s  was d o u b l e d  c o m p a r e d  
w i t h  t h o s e  i n  t h e  c o n t r o l  s u s p e n s i o n s  ( f i g s ,  S 6 , 2 7 ) .
2)  NANase n r e - t r e a t ment  o f  c u l t u r e s :  enzyme c o n c e n t r a t i  on
By e x p o s i n g  c e l l s  t o  NANase,  a n d  t h e n  w a s h i n g  t h e  
enzyme away b e f o r e  c e l l  a g g r e g a t i o n  a n y  n o n - e n z y m i c  e f f e c t s  
w h i c h  t h e  enzyme c o n t a i n i n g  m a d ia  may h a v e  on c e l l  a d h e s i o n  
a r e  l i k e l y  t o  b e  e l i m i n a t e d  u n l e s s  some m o l e c u l e s  i n  t h e  
enzyme s o l u t i o n  b i n d  i r r e v e r s i b l y  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e ,
a )  M e t h o d s
I n  s i x  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( e x p s , 6 - l l )  0 - 1 3  c e l l s
p
w e r e  g r o w n  i n  f o u r  VScm”^ p l a s t i c  b o t t l e s  f o r  t w o  d a y s  u n t i l  
c o n f l u e n t  o r  n e a r l y  c o n f l u e n t .  The c u l t u r e s  w e r e  f i r s t  w a s h e d  
s e v e r a l  t i m e s  i n  warm Banks^ a n d  t h e n  i n c u b a t e d  a t  37^0 i n  
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  NANase d i s s o l v e d  i n  Hank^/ f o r  t h e  
t i m e s  i n d i c a t e d .  A f t e r  i n c u b a t i o n  t h e  NANase was r e m o v e d  a nd  
t h e  c u l t u r e s  w e r e  w a s h e d  one  t o  t l r i ree t i m e s  i n  t r i s  a t  room 
t e m p e r a t u r e ,
.Bach c u l t u r e  was t h e n  t r e a t e d  w i t h  0 ,0 5 /c  t r y p s i n - K u T A
f o r  /
1 4 1 .
f o r  3 - 4  m i n u t a s  a t  room t e m p e r a t u r e ,  h a r v e s t e d  a n d  v / s sh ed  
t w i c e  e a c h  i n  t r i s  a n d  Hanks^ a t  0 ^ 0 .  ( T h e  l o n g e r  t r y p s i n
I n c u b a t i o n  t i m e s  w e r e  s o m e t i m e s  n e c e s s a r y  f o r  h a r v e s t i n g  f r o m  
t h e  p l a s t i c ) .
The  c e l l s  w e r e  r  as  us p en de d  i n  H ank s  a t  ^ 1 0 ^ / m l ,  a n d  
w e r e  c o m p o s ed  o f  a l m o s t  100)6 s i n g l e  c e l l s  w i t h  u p  t o  15>o n o n -  
p h a s i n g  c e l l s .  NANase d i d  n o t  ep p e a r  t o  h a v e  a n y  d e l e t e r i o u s  
e f f e c t  on c e l l  v i a b i l i t y .  Most  o f  t h e  n o n - p h a s i n g  c e l l s  
r e c o v e r e d  u p o n  i n c u b a t i o n  a t  3 7 ^ 0 .
I n  o ne  e x p e r i m e n t  NANase was a d d e d  t o  a p r e v i o u s 3 . y  u n ­
t r e a t e d  s u s p e n s i o n  s t  t  ” o ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  0 r l 5  m g / m l ) .
b)  R e s u l t 3
I n  a] 1 b u t  one  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  NANase p r o - t r e a t m e n t  
c a u s e d  an  i n c r e a s e  i n  t h e  v a l u e  o f  0  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  
The  e f f e c t  s e e m e d  g r e a t e r  i f  l e s s  d e n s e l y  g r o w n  c e l l s  w e r e  
t r e a t e d ,  a n d  i f  t h e  t r e a t m e n t  was n o t  p r o l o n g e d .  T h i s  l a t t e r  
p o i n t  c o u l d  i n d i c a t e  t h e  e x i s t e n c e  o f  a c o n t a m i n a n t  i n  t h e  
NANase w h i c h  h a s  a d e l e t e r i o u s  e f f e c t  on c e l l  a g g r e g a t i o n  ( s e e  
f i g . 38 a n d  t a b l e  4 ) .
M i c r o s c o p e  obs e r v a t l o n s  o f  e x p e r i m e n t s  6 and  11 c o n ­
f i r m e d  t h a t  a f t e r  4 0  m i n u t e s  o f  eppp^regat ion t h e  c l u s t e r s  i n  
t h e  enzyme p r e - t r e a t e d  s u s p e n s i o n s  w e r e  l a r g e r  t h a n  t h o s e  i n  
t h e  c o n t r o l s .  T h e r e  s e e m e d  no  d e t e c t s b l e  e f f e c t  o f  NANase on 
t h e  a g g i ' G g a t i  on r a t e  conf i t  a n t  A.
3 )  /
Nt/N
0 , 8 . .
0 .6
Fimire 28a. PRE-TREATM3NT OF 0-13 CULTURES WITH VARIOUS COUCSKTRATIONS 
OP NANASE BEFORE AGGREGATION, exp. 10;
Hanks, control NANase (pre-treatment) NANase (added at
t = 0
1 ® 2 0  0 .01mg/ml. 4 ^ 0 .05rng/ml.
5 0 0.05
X2 , 0
0.8
0,01 0,030 .0 2 0.04
Fifrure 28b, PRE-TREATMENT OF C-13 CULTURES WITH VARIOUS CONCENTRATIONS 
OF NANASE BEFORE AGGREGATION:
Relative aggregation compared to that in the controls: 
abscissa - concentration of NANase used,
ordinate - parameters of the NANase-treated (n ) suspensions 
divided by that of the control (c). 
experiment: 6 H ; 7 a ; 8 A ; 9 A ; 1 0 O ; 1 1 o ;
T NANase added at t - 0 , _______ __
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3 )  NÂNsse p r e ^ t r a s t m o n t  o f  c u l t u r e s  : t i m e  o f  i n c u b a t i o n  
s )  M e t h o d s
I n  7 s e p a r a t a  e x p a r i m a n t s  ( a x p s , 1 2 - 1 8 )  C - 1 3  c e l l s  w a r e  
c u l t u r e d ,  as  b e f o r e ,  f o r  tw o  d a y s  i n  p l a s t i c  b o t t l e s  ; b u t  t h e  
c e l l s  w e r e  p l a t e d  a t  a l o w e r  i n i t i a l  d e n s i t y  i n  o r d e r  t h a t  t h e  
c u l t u r e s  w o u l d  b e  l a s s  d a n s e  whan  h a r v e s t e d .  A g a i n ,  a f t e r  
d r a i n i n g  away t h e  811 medium,  e a c h  c u l t u r e  Y/es g e n t l y  w a s h e d  
f o u r  t i m e s  i n  warm Ha nice e n d  t h e n  I n c u b a t e d  a t  37 G i n  0 . 0 5  
or  0 . 0 2 5  m g/m l HAHase i n  H a n k s .  I n c u b a t i o n  t i m e  yt&s  v a r i e d  
b e t w e e n  c u l t u r e s  as  i n d i c a t e d .
A f t e r  p r e - t r e a t m e n t  t h e  enzyme s o l u t i o n  was r e m o v e d  a n d  
t h e  c u l t u r e s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  i n  t r i s  a t  room t e m p e r a t u r e  
The  c e l l s  w e r e  t h e n  h a r v e s t e d  and  r o s u s p e n d e d  a t  1 0 ^ / m l ,  i n  
Hanks  a t  0 ^ 0 ,  The  s u s p e n s i o n s  w e r e  c o m p o s e d  a l m o s t  t o t a l l y  
o f  s i n g l e ,  p h a s i n g  c e l l s .
b )  H e s u l t a
I n  a l m o s t  a l l  e x p e r i m m t s  I n c r e a s e d  t i m e s  o f  NAHsse p r e -  
i n c u b a t i o n  c a u s e d  a n  i n c r e a e e  i n  0 ^  T h e  v a l u e s  o f  t h e  r a t e  
c o n s t a n t  A w e r e  n o t  d e t e c t a b l y  a f f e c t e d ,  ( s e a  f i g . 29 and  
t a b l e  5 ) ,
4 ) ,G rovrbh d ens  i t  y
The  r e s u l t s  o f  t h e  p r e - t r e a t m e n t  e x p e r i m e n t s  s u g g e s t e d  
t h a t  G0 11s g r o w n  t o  a low d e n s i t y  r e s p o n d e d  more t o  HANsse t h a n  
d i d  d e n s e l y  g r o w n  c e l l s .  The  e f f e c t  o f  NAHase p r e - t r e a t m e n t  
on a g g r e g a t i o n  a s  a f u n c t i o n  o f  c u l t u r e  d e n s i t y  was e x a m i n e d  
i n /
0.8
0.6  • -
1510 2050
29a. PRE-ÏRÏÏATMSNT OP C-15 CULTURES WITH NANASE 
POR VARIOUS TIMES, exp. 15:
Hanks‘S, control NANase, 0.025nig/raX.
# 0  2 ' incubation before
, aggregation.
A ^ 1»
□ 8' "
1.3-
0.9
0.7 '
15 20 25
HIIIUTES PHE-ÏNCUBATION IN NiVNAOS
PRE-TREATMENT 0? G-15 CULTURES WITH NANASE 
FOR VARIOUS TIMES;
Relative aggregation compared to that in the controls: 
co-ordinates as in fig, 28,
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i n  one  e x p e r i m e n t  ( e x p , 1 9 ) .  
e )  Methocls
( 1 )  Mea s u r e m e n t  o f  fr.rowth d e n s i t y
p
C e l l s  w e r e  p l a t e d  o n t o  s e v e n t e e n  75cm p i s s  t i c  b o t t l e s  
s t  f i v e  d i f f e r e n t  d e n s i t i e s ,  ( F i v e  b o t t l e s  w e r e  p l a t e d  s t  t h e  
l o w e s t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  t h r e e  b o t t l e s  e a c h  w e r e  p i e t ed w i t h  
f o u r  l a r g e r  c o n c e n t r a t i o n s ) .
T h e  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  f o r  two d a y s  a n d  t h e n  one b o t t l e r  
o f  e a c h  d e n s i t y  was w i t h d r a w n  a n d  h a r v e s t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  
c e l l  d e n s i t y ,  T r y p s i n - R I T A  was a p p l i e d  f o r  15 m i n u t e s  t o  
a s s u r e  a y i e l d  o f  a l l  c e l l s  g r o w i n g  i n  t h e  b o t t l e s .  The  
r e s u l t s  a r e  sh ow n  i n  t a b l e  6 ,  A l l  o f  t h e  c u l t u r e s  w e r e  l e s s  
t h a n  f u l l y  c o n f l u e n t ,
( i l ) A r r r e g a t i o n
T he  r e m a i n i n g  IS  b o t t l e s  w e r e  e a c h  w a s h e d  f o u r  t i m e s  i n  
warm Hanks  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  a t  3 7 °C i n  e i t h e r  Hanks  o r  
0 , 0 S 5  m g/m l HAH a s e i n  H a n k s .  A f t e r  i n c u b a t i o n ^  t h e  medium was 
p o u r e d  away a n d  e a c h  c u l t u r e  was g e n t l y  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  i n  
t r i s  a t  ro om  t e m p e r a t u r e .  The  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  a s  u ^ i s l  
a n d  a f t e r  tw o  w a s h e s  e a c h  w i t h  t r i s  a n d  t h e n  Hanks  a t  O^C  ^ t h e  
c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  H a n k s ,  
bJ d  e s u l t s  
T h e /
Nt/N
0.4"
20
f  K
Figure ?0. THE EFFECT OF NANASE ON THE AGGREGATION OF C-13 CELLS 
G R O m  TO DIFFERENT DENSITIES, exp. 19:
NANase pre-treatment before aggregation,
growth density: f t p
12.57x1 o“cells/cm - 155.61x 10 cells/oin -
• Hanks'J control O Hanks', control
A NANase treated A NANase treated
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Pig'ure ?1a. THE EFFECT OF NANASE OH THE AGGREGATION OF C-15 CELLS 
GROWN TO DIFFERENT DENSITIES, exp. 19;
ordinate - the aggregation parameters,
bars indicate the standard errors of the points,
O Hanks treated O NANase treated.
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Figure 11b. THE EFFECT OF NANASE ON THE AGGREGATION OF 0-13 CELLS 
G R O W  TO DIFFERENT DENSITIES, exp. 19:
ordinate - the proportion of particles in the suspension 
made up of one size class, counted by 
hemocytometry, 
size class; single cells; aggregates; aggregates#
< 5 cells > 5 cells 
Hanks treated; e a ■
NANase treated: o A □
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ï l i e  a f T g r a g s t i o n  c u r v e s  f o r  t h e  l o \ 7 9 s t  a n d  h i g h e s t  
d e n s i t i e s  u s e d  a r e  shown i n  f i g # 3 0 .  A g g r e g a t i o n  d a t a  f o r  
e a c h  d e n s i t y  i s  g i v e n  i n  t a b l e  6 .  NANesa p r e - t r e a t m e n t  c a u s e s  
an I n c r e a s e  i n  t h e .  v a l u e s  o f  jZf b e t w e e n  2 0 / o  a n d  1 0 0 %  o f  t h e  
c o n t r o l  v a l u e s  a s  a n  i n v e r s e  f u n c t i o n  o f  t h e  g r o w t h  d e n s i t y  
( s e e  f i g o 3 l ) *
T h e r e  i s  l i t t l e  i f  a n y  e f f e c t  o f  NANase p r e - t r e a t m e n t  
on t h e  r a t e  c o n s t a n t  A#
5) D i s c u s s i o n
s j  The  f u n c t i o n  o f  NANA i n  a d h e s i o n
T h e r e  may b e  t h r e e  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  f o r  t h e  e f f e c t  
o f  NANase i n  p r o m o t i n g  i n c r e a s e d  G- 1 3  a g g r e g a t i o n :  ( i )  t h e  
enzyme b i n d s  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  end  e c t s  as  a c e l l  c e m e n t ^ ' ;
( 1 1 )  t h e  l o s s  o f  NANA f r o m  t h e  c e l l  s u r f a c e  d e c r a s s e a  t h e  c e l l  
s u r f a c e  c h a r g e  a n d  t h e r e b y  c a u s e s  i n c r e a s e d  a d h e s i o n  a s  p r e ­
d i c t e d  by t h e  l y o p h o b i c  c o l l o i d  t h e o r y  o f  c e l l  a d h e s i o n  ( C u r t i s  
I 9 6 0 ) ;  ( i l l )  t h e  l o s s  o f  NANA r e v e a l s  a d h e s i o n  g r o u p s  on t h e  
c e l l  s u r f a c e .
The  f i r s t  s u g g e s t i o n  ( i ) ,  i s  u n l i k e l y  f o r  t w o  r e a s o n s ,
a )  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  NANase n o r m a l l y  I n v o l v e s  s p e c i f i c  
a d s o r p t i o n  a n d  e l u t i o n  o f  t h e  enzyme f r o m  t h e  e r y t h r o c y t e  
s u r f a c e  (Ada e t  s i  1 9 6 1 ) ,  T h e r e f o r e  t h e  enzyme i s  n o t  known 
t o  b i n d  i r r e v e r s i b l y  t o  c e l l  s u r f a c e s  a t  37*^0, b)  T lcoe r in ian t s
i s /
145.
IS -  18 show t h a t  t h a  a f f e c t  o f  NANase i s  a f u n c t i o n  o f  t h e  
t i m e  o f  i n c u b a t i o n  w i t h  t h e  enzyme a n d  r a p i d  k i n e t i c s ,  
e x p e c t e d  f o r  a d s o r p t i o n ,  a r e  n o t  f o l l o w e d .
T h e  i n c r e a s e  i n  a g g r e g a t i o n  f o l l o w i n g  l o w e r i n g  o f  t h e  
c e l l  s u r f a c e  c h a r g e  i s  c o n s i s t e n t  y / i t h  t h e  l y o p h o b i c  c o l l o i d  
t h e o r y  o f  c e l l  a d h e s i o n .  Ho\7evar ,  t h i s  i n t e r p r e t a t i o n  m u s t  
b e  v i e w e d  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  EDTA h a d  no 
e f f e c t  on 0 -1 3  a g g r e g a t i o n  ( f i g . S O ) .
Once NANA i s  r e m o v e d  f r o m  g l y c o p r o t e i n s  a n d  g l y c o l i p i d s ,  
t h e n  g a l a c t o s e ,  o r  N - a c a t y l - g s l s c t o s a m i n e ,  become t h e  t e r m i n a l  
r e s i d u e s  o f  t h e  s u g a r  c h a i n s .  T h e s e  m o l e c u l e s  may f u n c t i o n  
a s  c o m p l e m e n t a r y  a d h e s i v e  g r o u p s ,  d o s e m s n  ( 1 9 7 0 )  h a s  s u g g e s t e d  
t h a t , i n  n e u r a l  r e t i n a l  c e l l s ,  t e r m i n a l  g a l a c t o s e  f u n c t i o n s  t o  
n e u î N b r a l i z e  t h e  a d h e s i v e  p r o p e r t i e s  o f  s u g a r  c h a i n s ,  a s  NANA 
may f u n c t i o n  on G-1 3  c e l l s .  
b ) Or 07 /th  d e n s  i t y
T h e  e f f e c t  o f  g r o w t h  d e n s i t y  on NANase p r o m o t e d  a g g r e g a ­
t i o n  c a n n o t  b e  c o m p l e t e l y  e x p l a i n e d .  F ro m t h e  l i m i t e d a m o u n t  
o f  d a t a  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  d r e w  e n t i r e l y  f i r m  c o n c l u s i o n s  
a b o u t  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  e f f e c t  o f  d e n s i t y .  I t  a p p e a r s  t h a t  
NANase may i n c r e a s e  t h e  /  v a l u e s  by a c o n s t a n t  amount  a t  e a c h  
g r o w t h  d e n s i t y  e x a m i n e d ,
O p p e n h e i m e r  e t  s i  ( 1 9 6 9 ) ,  M e ez an  a t  s i  ( 1 9 6 9 ) ,  a n d  
H a k a m o r i /
1 4 6 ,
H a k a m o r i  ( 1 9 7 0 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s u g a r  c o m p o s i t i o n  o f  
t h e  c a l l  s u r f a c e  i s  a l t e r e d  by c e l l  s u r f a c e  c o n t a c t  ( i . e .  
" c o n t a c t  m o d i f i c a t i o n " ,  H s k a m o r i  ( 1 9 7 0 ) ) ,  T h e r e f o r e  low 
g r o w t h  d e n s i t y  c e l l s  c o u l d  p o s s i b l y  h a v e  a g r e a t e r  p r o p o r t i o n  
o f  H A N A - c o n t a i n i n g  c e l l  s u r f a c e  m o l e c u l e s , a n d  NANase t r e a t m e n t  
s h o u l d  i n c r e a s e  c a l l  a g g r e g a t i o n  t o  a p r o p o r t i o n a l l y  g r e a t e r  
e x t e n t .  C o n v e r s e l y  h i g h  g r o w t h  d e n s i t y  c e l l s  v / i l l  p a r t i c i p a t e  
i n  mor e  i n t e r c e l l u l a r  c o n t a c t  and  h a v e  f e w e r  N A N A - c o n t a i n i n g  
g r o u p s  on t h e  c e l l  s u r f a c e .  T hus NANase s h o u l d  a f f e c t  t h e i r  
a g g r e g a t i o n  t o  a l e s s e r  d e g r e e .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  f a s t e r  
g r o w i n g  c e l l s  ( a t  low d e n s i t y )  may h a v e  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o r  
t y p e s  o f  c e l l  s u r f a c e  c o m p o n e n t s  c o m p a r e d  t o  c a l l s  i n  a 
s l o w e r  g r o w i n g  d e n s e  p o p u l a t i o n  ( s e e  W a r r e n  1969 a n d  
C o n c l u s i o n s ) .
c )  NANase a t  t  -  o a n d  on an ' p ' r ep ' a tes 
The  t r e a t m e n t  o f  C - 1 3  s u s p e n s i o n s  a t  t  = o a n d  p r e ­
f o r m e d  a g g r e g a t e s  w i t h  NAN a s o c a u s e d  m o r e  a g g r e g a t i o n  t h a n  d i d  
p r 0 - t r e a t m e n t  o f  c u l t u r e s .  The  r e a s o n  f o r  t h i s  may l i e  I n  t h e  
d i f f e r e n t  m e t h o d s  u s e d .
T he  c e l l  s o r  a g o ' r e g s t e s  t r e a t e d  i n  s u s p e n s i o n  w e r e  
f i r s t  d i s p e r s e d  v / i t h  t r y p s i n - S P T A  a n d  t h e n  t r e a t e d  w i t h  NAN a s e 
w h e r e a s  t h e  c u l t u r e s  v /e re  p r e - t r e a t  eu w i t h  NANase b e f o r e  
b o i n g  s u s p e n d e d .  Any e f f e c t  on t h e  c o l l  s u r f a c e  c h a r g e  o r  i n  
t h e  n u m b e r  o f  a d h e s i v e  s i t e s  c a u s e d  by  NANase t r e a t m e n t  o f  
c o l l s  /
1 4 7 ,
c o l l s  i n  c u l t u r e  m i g h t  he  r e d u c e d  by t h e  s u b s e q u e n t  t r y p s i n -  
ÜDTA p r o c e d u r e  w h i c h  w o u l d  r e m o v e  some o f  t h e  p o s s i b l e  new 
a d h e s i v e  s i t e s  on g l y c o p r o t e i n s  r e v e a l i n g  u n t o u c h e d  NANA 
g r o u p s  b e n e a t h ;  o r ,  a l t e r n a t i v e l y ,  r e v e a l  ne?/ c h a r g e d  g r o u p s  
b e n e a t h  t h e  t r y p s i n  s e n s i t i v e  p r o t e i n .  T h e  r e s u l t s  o f  
NANase t r e a t m e n t  o f  c e l l s  i n  a g g r e g a t e d  s u s p e n s i o n s  may t h e r e ­
f o r e  b e  a m ore  d i r e c t  a s s a y  o f  t h e  e f f e c t  o f  t h e  e n z y m e ,
d )  O t h e r  o b s e r v a t i o n s
Kemp ( 1 9 6 8 , 1 9 7 0 )  h a s  c l a i m e d  t h a t  NANase d e c r e a s e d  
t h e  a g g r e g a t i o n  o f  c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s .  I n  h i s  e x p e r i m e n t s  
e x t e n s i v e l y  t r y p s i n i z e d  c e l l s  w e r e  ag g x » e g a te d  i n  a g r o w t h  
medium i n  t h e  p r e s e n c e  o f  NANase f o r  s e v e r a l  h o u r s .  H o w e v e r ,  
Kemp ( 1 9 7 0 )  f o u n d  t h a t  p r e - i n c u b a t i o n  o f  t h e  c e l l s  i n  NANase 
h a d  no  e f f e c t  on s u b s e q u e n t  a g g r e g a t i o n  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  
c o n t r o l .  T h e r e f o r e ,  t h e  a g g r e g a t i o n  o f  c h i c k  e m b r y o n i c  c e l l s  
may b e  c a u s e d  by a d i f f e r e n t  m e c h m i s m  f r o m  t h a t  c a u s i n g  C -13  
a d h e s i o n .  T h e  d e c r e a s e d  a g g r e g a t i o n  c a u s e d  by  NANase may h a v e  
b e e n  d u e  t o  h a r m f u l  p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  t h e  enzyme p r e ­
p a r a t i o n  a p p a r e n t  a f t e r  l o n g  p e r i o d s  o f  e x p o s u r e ,
W e i s s  ( 1 9 6 3 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  e f f e c t  o f  NANase on c e l l  
d i s a g g r e g a t i o n  f r o m  g l a s s  by t r e a t i n g  c a l f  a n d  r a t  c e l l  l i n e s  
w i t h  t h e  enzyme b e f o r e  e x p o s i n g  t h e  c e l l  c u l t u r e s  t o  h y d r o -  
d y n a m i c  s h e a r .  T h e  enzyme t r e a t m e n t  p r o m o t e d  g r e a t e r  c e l l  
d i s p e r s a l  b u t  t h e  r e s u l t s  a r e  d i f f i c u l t  t o  c o m p a r e  w i t h  my o?/n 
s i n c e  /
1 4 8 .
s i n c e  W e i s s  ( 1 9 6 3 )  m e a s u r e d  c e l l  t o  g l a s s  a d h e s i o n ,
6 ) M e c h a n i s m  o f  NANase p r o m o t e d  a t r r r e r ^ a t l o n  
s )  A r rg i -Q^s t lon  s. t  0 %
( i )  M e t h o d
I n  a s e r i e s  o f  s e v e n  e x p e r i m e n t s  { e x p s , 2 0 - 8 6 )  c e l l s  
w e r e  p r e - t r e a t  ed w i t h  NANase i n  c u l t u r e  a s  b e f o r e  a n d  t h e n  
a g g r e g a t e d  i n  Hanks  a t  O^C, Edw ar ds  a n d  C a m p b e l l  ( 1 9 7 1 a ) f o u n d  
t h a t  G“ 13 a g g r e g a t i o n  was s t r o n g l y  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t .  I f  
NANase p r o m o t e s  i n c r e a s e d  c e l l  a g g r e g a t i o n  by a d i f f e r e n t ,  
p e r h a p s  t e m p e r a t u r e - i n s e n s i t i v e  m e c h a n i s m ,  t h e n  p r e - t r e a t e d  
c e l l s  m i g h t  a g g r e g a t e  t o  a g r e a t e r  e x b e n t  a t  0*^0 t h a n  t h e  
c o n t r o l s .  The  p o s s i b l e  i n c r e a s e  i n  a g g r e g a t i o n  c o u l d  b e  as  
l a r g e  a s  t h e  a b s o l u t e  d i f f e r e n c e  i n  /  b e t v / e e n  enzyme t r e a t e d  
a n d  u n t r e a t e d  c e l l s  a g g r e g a t e d  a t  3 7 ^ 0 ,
( i i )  d e s u Tbs
The  a g g r e g a t i o n  c u r v e s  f o r  one  e x p e r i m e n t  a r e  s h o w n . i n  
f i g , 3 2 ,  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e r e  i s  no  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  
i n  a g g r e g a t i o n  a t  0°G c a u s e d  by NANase.  The  p a r a m e t e r  d a t a  f o r  
e a c h  e x p e r i m e n t  i s  i n c l u d e d  i n  T a b l e  7 t o g e t h e r  w i t h  t h e  
r e s u l t s  o f  a g g r e g a t i o n  a t  37*^0 f o r  c o m p a r i s o n .  T h e  i n i t i a l ,  
s m a l l  a n d  v e r y  r a p i d  l o s s  o f  c o u n t  was u s u a l l y  o b s e r v e d  i n  e a c h  
e x p e r i m e n t  e n d  may b e  d u e  t o  a t e m p e r a t u r e - i n s e n s i t i v e  
a d h e s i v e /
t/N
20
Figure 32. AGGREGATION OP NANASE PRE-TEEATED C-13 CELLS AT 0°C, exp.25:
,0 .
aggregation 
temperature 
exp. 25 O  -  O ^ G
ti
exp. 16
A  -
A  -
37°0
NAlfase pre-incubation at 57 C 
before aggregation
- Hanks control
- 0.025mg/ml/l5’,
- Hanks control
- 0.025nig/ml/l5',
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a d h e s i v e  m a c h a n i s i n  i n  & m i n o r i t y  o f  t h e  p o p u l a t i o n  o r ,  mo re  
l i k e l y ,  a p p - r e g o t i on o f  c a l l  d e b r i s  i n  t h a  s u s p e n s i o n .  No 
a g g r e g a t e s  w a r e  o b s e r v e d  by h a m o c y t o m e t r y  a n d  i t  i s  p r o b a b l e  
t h a t  t h i s  s m a l l  l o s s  o f  c o u n t  i s  a l s o  a s i g n i f i c a n t  c o m p o n e n t  
o f  a g g r e g a t i o n  a t  .
b )  NANase a n d  t r y p s i n
I n  two  e x p e r i m e n t s  t h e  e f f e c t s  o f  NANase a n d  t r y p s i n  
on n o r m a l l y  a n d  h e a v i l y  t r y p s i n  t r e a t e d  c e l l s  was i n v e s t i g a t e d  
( e x p s . 3 7 , 3 8 )  .
( 1 ) M e t h o d s
I n  b o t h  e x p e r i m e n t s  t h e  c o n t r o l  s u s p e n s i o n s  w e r e  
h a r v e s t e d  a s  u s u a l .  I n  e x p . 3 7 ,  one  c u l t u r e  b o t t l e  was t r e a t e d  
w i t h  0 .05)6 DifCO try^D ain-JUJ/IA f o r  10 m i n u t e s  w h e r e a s  i n  e x p . 38 
one  b o t t l e  was h a r v e s t e d  v f i t h  0,5)6 t i g g n s i n - H b d A  f o r  10 m i n u t e s .  
The c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  e a c h  i n  t r i s  a n d  H ank s  a n d  r e ­
s u s p e n d e d  i n  H anks  o r  NANase a t  0*^0. Agp’r e g a t i o n  was c a r r i e d  
o u t  a t  3 7 ^ 0 .
A f t e r  a g g r e g a t i o n  h a l t e d ,  0 . 1  m l ,  o f  D i f c o  t r y p s i n  
( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  0 .03 5) ^)  vms a d d e d  t o  e a c h  f l a s k .
(' i  i  ) i l  e e u l t  s^
As s e e n  p r e v i o u s l y  i n  exp  « 1 0 ,  NANase,  when a d d e d  t o  
norma 11 y h a r v e s t e d  c e l l s  a t  t  -  o ,  i n c r e a s e d  0  by  a t  l e a s t  
50/b ( s e e  d i s c u s s i o n  p r e v i o u s l y  on a f f e c t  o f  NANase a t  t  = o 
and on a g g r e g a t e s ) .  The  r a t e  c o n s t a n t  was so n ie whs t  d e c r e a s e d  
I n  /
Nt/Ko
g o
0 .6  **
20
t*N
Figure 35. THF EFFECT OF KANASE ON NORMALLY AND HEAVILY TREATED 
G-15 CELLS, exp. 28:
Hanks control NANase added (0<,032rag/ml.)
normal trypsin: o a at t = 0 ,
heavy trypsin: O ^
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150,
I n  a x p , 3 7  a n d  3 8 ,  c o m p a r e d  y r l th  A i n  t h e  c o n t r o l s .  T h i s  i s  
p r o b a b l y  t h a  r e s u l t  o f  t h e  e f f e c t  o f  NANase on t h e  a d h e s i v e n e s s  
o f  t h e  c e l l s ;  t h e  v a l u e  o f  A i n  NANase t r e a t e d ,  s u s p e n s i o n s  i s
b o t h  8 f u n c t i o n  o f  t h e  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y  o f  t h e  c e l l s  os
i t  i s  m o d i f i e d  i n  t i m e  by t h e  enzyme e n d  d e p e n d s  on 0  ,
The  h e a v i l y  t r y p s i n i z e d  c o n t r o l  i n  e x p , 38  d i s p l a y s  no 
a g g r e g a t i o n .  H o w e v e r ,  a d d i t i o n  o f  NANase c a u s e s  a g g r e g a t i o n  
a t  a r e l a t i v e l y  low r a t  e ,  w h i c h  p r o c e e d s  u n t i l  0  a p p r o a c h e s  
t h a t  o f  t h e  n o r m a l l y  h a r v e s t e d  c o n t r o l  ( f i g , 3 3 ) .
E s s e n t i a l l y ,  t h e  same r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  e x p , 3 7 ,
b u t  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  t h e  h e a v y "  t r y p s i n i z a t i o n  was i n ­
s u f f i c i e n t  t o  p r o d u c e  a c o m p l e t e l y  n o n - a d h e s i v e  s u s p e n s i o n .  
T h e r e f o r e ,  t h e  r e s u l t s  a r e  n o t  c l e a r l y  i n t e r p r é t a b l e  ( T a b l e  8 ) ,  
I t  was f o u n d  t h a t  a l l  t h e  a g g r e g a t e s  i n  e a c h  s u s p e n s i o n  w e r e  
d i s p e r s e d  by t h e  a d d i t i o n  o f  t r y p s i n  o n c e  a g g r e g a t i o n  ha d  
c ea 3 ed •
7 )  D i s c u s s i  on
The  r e s u l t s  o f  e x p e r l . m e n t s  6 -3 8  i n d i c a t e  t h a t  t h e  
m e c h a n i s m  of  e n h a n c e d  a d h e s i o n  c a u s e d  by  NANase c a n n o t  be  
d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  t h a t  w h i c h  c a u s e s  a d h e s i o n  i n  u n t r e a t e d  c e l l  
by  t h e  c x ' l t e r i o  o f  t e m p e r a t u r e  a n d  t r y p s i n  s e n s i t i v i t y  o f  
a g g r e g a t i  on^
The a d d i t i o n a l  a g p ^ r e g a t l o n  o f  e x b e n s l v e l y  t r y p s  i n i  z e d  
c e l l s  c a u s e d  by NANase m ip;ht i n d i c a t e  t h a t  t h e  NANA was r e m o v e d  
f r o m  /
1 5 1 ,
f r o m  n e w l y  a c c e s s i b l e ,  t r y p s i n  i n s e n s i t i v e  ( e . g ,  g l y c o l i p i d )  
s i t e s ,  T h a  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e s e  a d h e s i o n s  w a r e  a l s o  
s e n s i t i v e  t o  t r y p s i n  c o n f l i c t s  w i t h  t h i s  c o n c l u s i o n ;  b u t  t h a  
r e s u l t s  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  i f  a s e c o n d ,  t r y p s i n  s e n s i t i v e ,  
a d h e s i v e  c o m p o n e n t  e x i s t e d  on t h e  c e l l  s u r f a c e ,  Roseman  ( 1 9 7 0 )  
h a s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  a d h e s i o n  o f  c h i c k  em bryo  n e u r a l  r e t i n a l  
c e l l s  r e q u i r e s  tv /o  t y p e s  o f  c e l l  s u r f a c e  c o m p o n e n t s .
1 5 2 .
ü;-C?aiIi;ÆÏAT. IV : i oa l-nLUIAl-JnE
Ai, u  0 Q l ] I' 1J oE-'V i ' J iLlJJ. pl 0 ï i Jri, ( J  r ci Ülï T X 0 i I «
A, Ao-çfrervs t i  on i n  Medium 199
1) M e t h o d s
I n  s n  e x p e r i m e n t ,  s i m i l a r  t o  I I  1 a b o v e ,  a l i q u o t s  o f  
8 c e l l  s u s p e n s i o n  w a r e  s g g r e o ; a t e d  i n  s e v e r a l ,  i n d i v i d u a l  f l a s k s  
a n d  t h e n  a s m a l l  a m o u n t  o f  t r y p s i n  was a d d e d  t o  e a c h  f l a s k .
As b e f o r e ,  d i s a g g r e g a t i o n  was i n t e r r u p t e d  a f t e r  tv/o m i n u t e s  by 
t h e  a d d i t i o n  o f  t i .  The  e x p e r i m e n t  d i f f e r e d  f r o m  I I  1 i n  t h a t  
t h e  medium c o n s i s t e d  o f  Hanks  s u p p l e m e n t e d  w i t h  60/6 Medium
2 )  R e s u l t s
A f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  t i  a low r a t e  o f  8 g f ? r e g 8 t i o n  
c o u l d  be  d e t e c t e d  i n  a l l  f l a s k s  { f i g „ 3 4 )  u n l i k e  t h e  b e h a v i o u r  
o f  c e l l s  i n  Han ks  a l o n e .  The  r e g r e s s ! o n  r a t e s ,  c o r r e l a t i o n  
c o e f f i c i e n t  and  t h e i r  s i g n i f i c a n c e  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  9 .  A l l  
t h e  r a t e s  a r e  s i m i l a r  w i t h  s t r o n g  a n d  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n .  
H e m o c y t o m e t r y  c o n f l r r a e d  t h a t  t h e  d e c r e a s e  i n  0  was d u e  t o  t h e  
f o r m a t i o n  o f  a g g r e g a t e s .
p e n e r a t l o n  of  a d h e s i v e n e s s
Th e  a g g r e g a t i o n  p r o m o t i n g  e f f e c t  of  t h e  c o m p l e x  medium 
was f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  i n  two  v /ays .  B o t h  n o r m a l  Ty h a r v e s t e d  
c e l l s  a n d  t h o s e  made n o n - a d h o s 1v a  by p r a - t r e a t m e n t  w i t h  h i g h  
l e v e l s  o f  t r - y p s l n  w e r e  e x a m i n e d .  P i r s t ,  c e l l s  w o re  h a r v e s t e d
Y/ l th  /
Nt/No
o . a
0.&
80 • 160 
TIME (min.)
100 120 140 ISO
Figure ?4. RE-AGGREGATION OF TRYPSIN TREATED C-13 CELLS IN MEDIUM 199, 
ezp. 1 :
The suspension are aggregated in a medium composed of Hanks 
50^/ Medium 199 50^. Trypsin added at the first arrow, ti 
added at the second arrow. Best fit regression lines, 
flask: trypsin (for 2 '):
e - Hanks control
A " 450 BAHE units of trypsin/ml,
A - 1800 '* “ '• ** "
□ - 9000 ” ■ '* *» M «
TABIiB 9
AGGREGATION OF TRYPSIHIZED CELLS IN  MEDIUM I 9 9
T he a m o u n t o f  t r y p s i n  a d d e d  t o  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  a f t e r  
a g g r e g a t i o n  i s  g i v e n .  The t r e a t m e n t  i s  f o r  l i n e a r  r e g r e s s i o n . ,  
s e e  p a g e  1 1 0 .  T h e  n u m b e r  o f  p o i n t s ,  n ;  r a t e  o f  r e g r e s s i o n ,  
c ;  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t ,  r ; a n d  i t s  s i g n i f i c a n c e  a r e  
i n c l u d e d .  S e e  t e x t  f o r  d e t a i l s .
EXPERIMENT 1
c o n t r o l
n
( a f t e . r :  t i )
7
c r
( p a r t i c l e s )
( x10'^/ml/min )
P
- 0 .0 0 1 1 - 0 . 9 7 5  0 . 0 5 ^  > p
9 0 0
BABE u n i t s / m l . ; 5 - 0 .0 0 2 8 0 -0.94-4 0 .5 ? o > p X ).1 ^
4 5 0
BAEE u n i t s / m l . : 5 - 0 .0 0 1 1 4  - 0 . 9 0 8  2.5?^>P>1.0?^
9 0 0 0
BAEE u n i t  s / m l . ; - 0 , 0 0 2 2 2  - 0 . 9 5 5  1 .0 ? é > p > 0 ,5 ^
1 53 ,
w i t h  t r y p s i n  and  p r © - i n c u b a t e d  f o r  v a r i o u s  t i m e s  i n  Jifegles 
medium* A g g r e g a t i o n  was t e s t e d  a f t e r  t h a  c e l l s  h a d  b e e n  v/ashed 
f r e e  o f  t h e  medium a n d  r e s  us p e n d e d  i n  H a n k s ,  I n  t h i s  w a y ,  t h e  
e f f e c t  o f  E a g l e s  i n c u b a t i o n  on t h e  p a r a m e t e r s  A a n d  0  c o u l d  
be m e a s u r e d .  S e c o n d l y ,  t h e  c o m p o n e n t s  o f  ^Sagles medium ? / e r e  
t e s t e d  f o r  t h e i r  a g g r e g a t i o n  p r o m o t i n g  a c t i v i t y ,
1 ) P r e " i n c u b â t i o n  o f  G- 1 3  c e l l s  i n  S a b l e s  medium
^  M e t h o d s
I n  t h e  f i r s t  o f  t h r e e  e x p e r i m e n t s  ( e x p s  * 8 - 4 )  one  b o t t l e  
o f  0 -1 3  c e l l s  was d i s p e r s e d  a s  u s u a l  w h i l e  a n o t h e r  was h a r v e s t e d  
w i t h  a 1 0 - f o l d  g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  i d i f c o  t r y p s i n  (0* 5^ 0  
f o r  5 m i n u t e s .  B o t h  s u s p e n s i o n s  w a r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  i n  t r i s  
a n d  t h e n  r e s  us  p e n d e d  i n  a. s m a l l  v o l u m e  o f  Hanks  w i t h  100/^  g /m l * 
t i .  The  s u s p e n s i o n s  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  1 l i t e r  f l a s k s  c o n ­
t a i n i n g  6 0 0  m i s ,  o f  E a g l e s  medium a t  3 7 ^ 0 ,  g a s s e d  c o n t i n u a l l y  
w i t h  5/0 COg i n  a i r ,  a n d  s t i r r e d  g e n t l y  v / i t h  a m a g n e t i c  s t i r r i n g  
b a r *  A l l  p r o c e d u r e s ,  g l a s s w a r e ,  m e d i a  a n d  g a s  w e r e  s t e r i l e .
The  s u s p e n s i o n s  w e r e  com pos ed  a l m o s t  t o t a l l y  o f  s i n g l e  
c e l l s  a t  8 c o n c e n t r a t i o n  o f  4 x l o V ^ i l -  T h i s  low c o n c e n t r a t i o n  
was n e c e s s a r y  t o  r e d u c e  t h e  c o l l i s i o n  f r e q u e n c y  d u r i n g  i n ­
c u b â t  i o n  O
I n  t w o  o t h e r  e x p e r i m e n t s  v i r t u a l l y  t h e  same  p r o c e d u r e  was 
f o l l o w e d  e x c e p t  t h a t  i n  e x p «3 I/o c a l f  s e r u m  was ad de d  t o  t h e  
I f e g l e s  a n d  p u r e  t r y p s i n  was u s e d  ( a c t i v i t y  600  and  60 0 0  BAEE 
u n i t s /
1 5 4 ,
u n l t s / m l .  r e s p e c t i v e l y ) .  I n  e x p , 4 ,  5;6 c a l f  s e r u m  and  5 ^  TPB 
w e r e  a d d e d  t o  t h e  E a g l e s .  The  m o re  h e a v i l y  t r y p s  i n i  z e d  
s u s p e n s i o n  was e x p o s e d  t o  7 2 0 0  BASE' u n i t s / m l .  o f  p u r e  t r y p s i n .
At  i n t e r v a l s  a f t e r  t h a  s t a r t  o f  i n c u b a t i o n  100 m l ,  
a l i q u o t s  o f  e a c h  s u s p e n s i o n  w a r e  w i t h d r a w n  a n d  i m m e d i a t e l y  
p l a c e d  i n  t w o  5 0 m l , c o n i c a l  c e n t r i f u g e  t u b e s  on i c e .  The  c e l l s  
w e r e  w a s h e d  t w i c e  I n  Hanks  a t  0°0 a n d  t h e n  r e - s u s p e n d e d  i n  
Hanks  I n  10 m l ,  s h a k e r  f l a s k s .  A g g r e g a t i o n  was a t  37*^0, 
b ) d e s u i t s
The  i n c r e a s e  i n  a g g r e g a t i o n  c a u s e d  by  p r e - i n c u b â t i o n  i n  
-S tg le s  medium i s  shown f o r  one  e x p e r i m e n t  i n  f i g , 3 5 ,  B a t a  f o r  
e a c h  e x p e r i m e n t  a r e  i n c l u d e d  i n  T a b l e  1 0 .  I n  e a c h  e x p e r i m e n t ,  
t h e  a g g r e g a t i o n  o f  t h e  c o n t r o l  s u s p e n s i o n  i n c r e a s e d  s l i g h t l y  
b u t  t h e  v a l u e s  o f  /  a n d  A f o r  t h a  h e a v i l y  t r y p s i n i z o d  s u s p e n s i o n  
i n c r e a s e d  a t  a g r e a t e r  r a t e  and  a p p r o a c h e d  t h e  v a l u e s  o f  t h e  
c o n t r o l  s u s p e n s i o n s  ( f i g s ,  3 6 , 3 7 ) ,  H e m o c y t o m e t r y  showed  t h a t  
t h e  d e c r e a s e  i n  f o r  a l l  s u s p e n s i o n s  was  d u e  t o  a g g r e g a t i o n ,
2 )  D i s c u s s i o n
fciH ■! I,WW !■ r t iTBii # 1.  l lP i, * <3*1
The r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  h e a v i l y  t r y p s i n i s e d  c e l l s  
r e g a i n  a d h e s i v e n e s s  when i n c u b a t e d  i n  a c o m p l e x  medium.  The  
o r i g i n  o f  n e w l y  a d h e s i v e  s u r f a c e  may b e :  1) b y  t h e  a d s o r p t i o n  
o f  medium c o m p o n e n t s  o n t o  t h e  c e l l  s u r f a c e ,  o r  2)  t h r o u g h  
m e t a b o l i c  s y n t h e s i s  a nd  I n c o r p o r a t i o n  o f  a d h e s i v e  c o m p o n e n t s  
i n t o  t h e  c e l l  s u r f a c G o  
The  /
Nt/N
0.4-
20
t.N
Fifcure 35. AGGREGATION OF NORMALLY AND HEAVILY TRYPSIN TREATED C-15 
CELLS PRE-INGUBATED IN EAGLES MEDIUM, exp. 4:
The cells were either dispersed as usual or with enough 
trypsin to inhibit subsequent aggregation.
Pre-incubation in Eagles Medium at 57 G before aggregation
in Hanks.
Time of pre-incubation:
normal trypsin: 
heavy trypsin:
0 180
O
A
0 «  6* -
100 150 200 2 5 0  550
MIinJTES PRIC-IHOUBATION
AGGREGATION OR NORMALLY AMD HEAVILY TRYPSIN TREATED C-15 
CELLS PRE-INGUBATED IN COMPLEX Î4EDIA: 
ordinate - the parameters of aggregation, 
experiment : 2 5 4
normal trypsin; 0 A ©
heavy trypsin: □ a  o
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The  f i r s t  suc^p^est ion may be d i s c o u n t e d  f o r  tw o  r e a s o n s *  
F i r s t ,  t h e  c a l l s  w e r e  w a s h e d  f r e e  o f  t h e  medium b e f o r e  b e i n g  
r e - s u s p e n d e d  i n  Hanks  f o r  a g g r e g a t i o n .  S e c o n d l y ,  a n  a d s o r p t i o n  
m e c h a n i s m  w o u l d  p r e s u m a b l y  o p e r a t e  i n s t a n t l y  b u t  t h e  e f f e c t  o f  
i n c u b a t i o n  was o b s e r v e d  t o  c o n t i n u e  t o  i n c r e a s e  a g o r r e g s t i o n  as  
a f u n c t i o n  o f  i n c u b a t i o n  t i m e *  T h i s  was a l s o  s e e n  i n  e x p . l .
T h e r e f o r e  t h e  r e - a q u i s i t i o n  o f  a d h e s i v e n e s s  by t h e  c e l l s  
i s  due  t o  t h e  a p p e a r a n c e  o f  n ew ,  a d h e s i v e  c o m p o n e n t s  on t h e  
c e l l  s u r f a c e .  P r e s u m a b l y  t h i s  r e g e n e r a t i o n  i s  t h r o u g h  t h e  
n o r m a l  p r o c e s s  o f  c a l l  s u r f a c e  s y n t h e s i s  a n d  i n c o r p o r a t i o n  
( W a r r e n  a n d  G l i c k  1 9 6 8 , P a s t e r n a k  a n d  F r i e d r i c h s  1 9 7 0 ,  K r s e m e r  
1967 ) .
3)  A c t i v e  c o n m o n e n t s  o f  F spJ as  medium
a)  M e t h o d s
I n  t w o  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  C e x p s . 5 , 6 )  t h e  c o m p o n e n t s  
o f  E a g l e s  medium Y/ere t e s t e d  f o r  t h e i r  a c t i v i t y  i n  i n c r e a s i n g  
c e l l  a g g r e g a t i o n .  F r e s h ,  I oay p a s s a g e  c e l l s  w e r e  g r o w n  f o r  two  
d a y s  i n  s e v e r a l  ISOcm^ g l a s s  b o t t l e s  a n d  h a r v e s t e d  a t  low 
d e n s i t y .  The  c u l t u r e s  w e r e  h a r v e s t e d  a s  u s u a l  a n d  r e - s u s p e n d e d  
a t  a p p r o x i m a t e l y  5 x 1 0 ^ /m l*  i n  t h r e e  m i s ,  o f  Hanks  i n  e a c h  
s h a k e r  f l a s k .  A g g r e g a t i o n  was a t  3 7 ^ 0 .
T h e  Hanks  o f  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t  was b u f f e r e d  w i t h  t r i s  
a s  u s u a l  b u t  i n  t h e  s e c o n d  e x p e r i m e n t  HEP ES was u s e d  ( 4 6 7 0 m g /
l i t e r ) /
1 6 6 »
l i t e r )  b e c a u s e  o f  t h e  p o s s i b l e  s e n s i t i v i t y  o f  some c e l l u l a r  
enzymes  t o  t r i s .
T a b l e s  11 and  IS  l i s t  t h e  s u b s t a n c e s  u s e d  i n  e a c h  
e x p e r i m e n t ,
b ) d e s u i t s
Of t h e  c o m p o n e n t s  o f  E a g l e s  medium o n l y  L - g l u t a m i n e  
c o n s i s t e n t l y  p r o m o t e d  a g g r e g a t i o n ,  s e e  f i g , 3 8 ,  The  o t h e r  am ino  
a c i d s ,  a l t h o u g h  c a u s i n g  a g g r e g a t i o n  i n  o n e  e x p e r i m e n t ,  f a i l e d  
t o  do s o  i n  t h e  s e c o n d .  T he  same  was t r u e  o f  NANA, No c o n ­
c l u s i o n s  c a n  b e  d r a w n  a b o u t  t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  t w o  s u b s t a n c e s  
u n t i l  m or e  e x p e r i m e n t s  a r e  c o m p l e t e d ,
4 )  D i s c u s s i o n
The  f u n c t i o n  o f  L - g l u t a m i n e  i n  i n c r e a s i n g  c e l l  a d h e s i v e ­
n e s s  may b e  t o  s u p p l y  t h e  amin;Go g r o u p s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  
s y n t h e s i s  o f  am in o  s u g a r s  w h i c h  a r e  r e q u i r e d  a s  a d h e s i v e  c e l l  
s u r f a c e  c o m p o n e n t s .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  
f o l l o w i n g  e v i d e n c e ,  1)  The  m e t a b o l i c  i n h i b i t o r  f l u o r i d e  
p r e v e n t e d  t h e  e f f e c t .  2)  The  s p e c i f i c  a n a l o g u e  o f  L - g l u t a m i n e ,  
a z a a e r i n a ,  i n h i b i t e d  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  a m i n o  a c i d .  ( I n  e x p . 5 
t h e  r a t i o  o f  L - g l u t a m i n e  t o  e z a s e r i n e  may h a v e  b e e n  t o o  h i g h ) ,
3 )  O p p e n h e i m e r  a t  e l  ( 1 9 6 9 ,  s e e  p r e v i o u s l y )  h a v e  e x a m in e d  t h e  
e f f e c t s  o f  t h e  c o n s t i t u e n t s  o f  medium 199 on t e r a t o m a  c e l l  
a g g r e g a t i o n  a n d  h a v e  c o n c l u d e d  t h a t  L - g l u t a m i n e  ( a n d  t h e  a m i n o  
s u g a r /
t/N,
0 . 8
0.7
0.5 --
0.7 -
140 160 
TII«æ (min.)
100 12080
AGGREGATION PROMOTING ACTIVITY OP COMPONENTS OP EAGLES 
MEDIUM AND OTHER SUBSTANCES, exp. 6 :
abscissa - time after initiation of aggregation, 
substances added at t = o',
1 ©Hanks control 6 □ glucosamine, 7.13mM
2 T glutamine, 0 .22mM 7 ■ mannosanine,
3 a '* , I.IOml-i 8 V glutamine, 3.52mM
4 A »» , 5.52mM + NaF, 1.99mM
5 0  Eagles amino acids 9 ▼ glutamine, 5.52mE
1.1% normal cone* + azaserine, 14*38mJi
TABLE 11 
EXPERIMENT 5
a g g r e g a t i o n  PROMOTING ACTIVITY OF THE COl'iPOKSKTS 
OP EAGLES KEDIUH AND OP 301U3 OTHER SUBSTANCES
The concentration of each component is given. The superscripts refer to
Appendix I: Materials. Linear regres sion is applied to the points » ^9
after the addition of the substances at 15’« 8ee p 110,
GOriPQNMNT CONCENTRATION n c T
Gl-l) (particles (one tail)
1) Hanks, control: f
xIO /ml/min)
40*00001 +0 ,09 4 P >5,(%j
2 ) Eagles vi tarai ne normal 6 -0.00002 -0,076 P > 5 , 0 ^
3 ) Eagles amino acids^^: ^normal 4 -0.00071 -0.942 5»OJc>p>2»5?°
4 ) Amino sugars: 
H^-acetyl-glucosamine^„
" niannosamine '
" galactosamine 
galactosamine
5) NANA^'s
7 +0 .0 0 0 4 0 +0,954 0,0%& > p
, 9,91, 
6*00, 
6.01, 
9.90,
0*61 4 -0 ,0 0 0 9 7 —Oo 996 0,25)^>p>0„05?i
6) glutamine^ : 1,00 « 4 -Oo00070 -0 ,9 2 9 5.CÇÎ >p>2,5f.
tt 2,01 ; 4 -0,00069 -0,986 1 ,0;t >v>0,5fo
It 3,80 ; 4 -Co00091 -0 ,9 6 9 2.5>>>p>1,0/»
II 6.01 4 -0.00100 -0,823 p >5.0;i
II IQ.01 : 4 -0,00131 -0,993 5.0^ >p>2,R%
7 ) glutamine, , 9,00
10427
9*00
10*27
: 4 -0,00104 -0,973 2.5^ >P>1
+ azaserine ,*
0 ) glutamine,
-t azaserinej t 4 -0.00131 -0,983 1,0f^>p>0,5?^
4- mannosamine •
9) glutamine,
+ azaserine,
4- glucosamine ^9
10) glucosamine :
6.20
9,00
10,27 : 4 -0*00139 -0*99» 2,5 >p>1.0>i5
6,20
6,20 • 4 +
11) manno samine: 6,20 ; 4 4* - —
TABLE 12
EXPERIISUT 6
AGGREGATION PROMOTING ACTIVITY OF TIE COMPONENTS 
OF EAGLES liSDIlR; ÏATD OF SOME OTHER SUBSTANCES
The concentration of each substance is given, each is added at t = 0*. 
Linear regression is applied to the points after 90*. n — 4o
COMPONENT CONCENTRATION
(mM)
1) HankS; control:
2) 48Sugars: 
glutamic auid 
galactosg' f 
lactose^., 
mannose r* 
L -fU C O S G rp ,
D-fucose p
p) glutamiç acid
+ m g - " ,
4 ) inosltol"^^s
9) mannosamine:
6) NANA:
7) glucosamine;
s) glutamine
9 ) "
1 0 ) "
11) Eagles amino acids;
9.74
9.74
9.74
9.74 
9.79
9.73
9.74 
9*79
7,41
7 . 1 3
5,72
7 . 1 3  
0.22 
1 .10  
5 * 9 2
1 • 1 xnormal
\ 57
12} N-acetyl™neuramin-lactose ;5,72
13) glutamine,
14) glutamine,
-H azaserine,
5,92
1,99
9*92
14,38
(particles 
xIO /ml/min)
+0 * 0 0 0 5 5
- 0 . 0 0 0 0 7
- 0 .00002
- 0*00001
^0*00013
-0,00043
+0,00012
- 0,00058
-0,00070
- 0 , 0 0 0 9 2
- 0 . 0 0 0 0 5
-0*00024
- 0 , 0 0 0 4 3
+0 , 0 0 0 3 1
+0*849
-0,464
-0,115
-0*019
- 0*220
-0*816
+0*201
-0*989
-0*996
-0*998
- 0 .2 1 0
-0,839
-0*737
+0*960
2
(one tail)
1*qA>p>0,5^
0,25?^>p>0*05i^^
t)
P >9.(%J
2 ,5^^P>1»0^
1 5 7 .
s u g a r s  i D r g l u c o s a n i l n a  a n d  .ï>-msnnosam5.n0) f u n c t i o n s  t o  i n c r e a s e  
a d h e s i o n  by  d o n a t i n g  am in o  g r o u p s  t o  a m i n o  s u g a r s  v /h lc h  may be 
i n c o r p o r a t e d  i n t o  c e l l  s u r f a c e  m o l e c u l e s  n e c e s s a r y  f o r  c e l l  
a d h e s i o n  a s  d i s c u s s e d  a b o v e ,
The k i n e t i c s  o f  t h e  e f f e c t  o f  L - g l u t a m i n o  on G- 1 3  a n d  
t e r a t o m a  c e l l s  seem s i m i l a r .  HoY/ever,  t h e  f a i l u r e  o f  
iD"gluc OS a m i n e  a n d  B - m a n n o s s m i n e  t o  p r o m o t e  a g g r e g a t i o n  o f  0 - 1 3  
c e l l s  i s  s u r p r i s i n g  ( I n  f a c t  B - g l u c o s a m i n e  may h a v e  c a u s e d  
d i s a g g r e g a t i o n ) .  T h e r e  i s  no r e a s o n  a t  p r e s e n t  t o  b e l i e v e  
t h a t  t h e  enzymes  f o r  t h e i r  u t i l i z a t i o n  i n  C - 1 3  c e l l s  a r e  
e i t h e r  l a c k i n g  o r  d a m a g ed  by t h e  h a r v e s t i n g  e n d  i n c u b a t i o n  
p r o c e d u r e s ,  B - g l u c o s a m i n e  h a s  b e e n  shoYm t o  be  i n c o r p o r a t e d  
i n t o  c e l l u l a r  m s c r o m o l e c u l e s  by t e r a t o m a  c e l l s  ( O p p e n h e i m e r  
e t  a l  1969 )  ^ a n d  b y  0 - 1 3  c e l l s  ( Iv ra e m er  1 9 6 6 ,  A l l e n  a n d  Snow 
1 9 7 0 ) .
0 ,  0 ompa r l s  on o f  t h e  E f f e c t s  of L-p- l u t a m i n e  a n d  Eacries  Medium 
1 ) M e t h o d s
# 1 1  * .TIM
I n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  e f f i c i e n c y  o f  L - g l u t a m i n e  i n  
c o m i ' s r i s o n  w i t h  T h g l e s  medium i n  c a u s i n g  i n c r e a s e d  a g g r e g a t i o n  
t w o  e x p e r i m e n t s  ( e x p s , 7 , 8 )  v /e re  c a r r i e d  o u t  u s i n g  h e a v i l y  
t r y p s i n i z e d ,  n o n - a d h e s i v e  c e l l s .
I n  e x p . 7 t h e  c e l l s  Y/ere h a r v e s t e d  u s i n g  a 1 %  B i f c o  
t r y p s i n  s o l u t i o n  f o r  6 m i n u t e s .  The c e l l s  v /e ra  w a s h e d  by 
c e n t r i f u g a t i o n  f o u r  t i m e s  i n  0*^0 t r i s  a n d  t h e n  r e - s u s p e n d e d  I n  
e i t h e r /
1 5 8 .
e i t h e r  H a n k s ,  50/j  Hanks  -  50;b E a g l e s ,  o r  5niM/ml. L—p ; i u t s n i i n e  
i n  H a n k s .  I n  e x p .  8 t h e  c u l t u r e s  w e r e  h a r v e s t e d  w i t h  0,5/r>
B i f c o  t r y p s i n  f o r  4 m i n u t e s  a n d  w a s h e d  a s  b e f o r e .  The  c e l l s  
w a r e  r e - s u s p e n d e d  a c c o r d i n g  t o  T a b l e  1 3 .  R e - a g g r e g a t i o n  was a t  
37 °C.
8)  R e  s u i t s
I n  b o t h  e x p e r i m e n t s  t h e r e  was a  d e l a y  o f  f r o m  one t o  tvfo 
h o u r s  b e f o r e  a n y  a g g r e g a t i o n  o c c u r r e d .  I t  may b e  t h a t  t h e  
t r y p s i n  t r e a t m e n t  v/as s o  e x t r e m e  t h a t  many c e l l u l a r  p r o c e s s e s  
w a r e  i n h i b i t e d  a n d  i t  i s  t h e  p e r i o d  o f  t h e i r  r e p a i r  w h i c h  
r e s u l t s  i n  t h e  o b s e r v e d  a g g r e g a t i o n  l a g .  S i m i l a r  l a g s  h a v e  b e e n  
f o u n d  t o  o c c u r  i n  h e a v i l y  t r y p s i n i z e d  c h i c k  e m b r y o n i c  t i s s u e  
( d o t h  a n d  W e s t o n  1 9 6 7 ) ,
L - g l u t a m i n e  p r o m o t e d  A g g r e g a t i o n  a t  a c o n s t a n t ,  low r a t e  
a s  8 f u n c t i o n  o f  t h e  c o n o e n t r â t i o n  of  t h e  a m i n o  a c i d  ( s e e  f i g ,  
39 a n d  T a b l e  1 3 ) .  H o w e v e r ,  E a g l e s  c o n t a i n i n g  medium w h i c h  i n  
f a c t  h a d  l e s s  L - g l u t a m i n e  ( l . 31mM  f o r  m o d i f i e d  I f e g l e s  medium 
60/6 + b O %  H a n k s ,  a l s o  s u p p l e m e n t e d  v / i t h  1 . 0  mid L - g ^ u t a m i n e  i n  
expoB)  r e s u l t e d  i n  g r e a t e r  a g g r e g a t i o n .  S i n c e  t h e  a m i n o  a c i d  ■ 
f r a c t i o n  of m o d i f i e d  E a g l e s  medium ( v / l t h o u t  L - g l u t  a m i n e )  c a u s e d  
l i t t l e  i f  a n y  a g g r e g a t i o n  ( e x p s . 5 , 6 )  t h e  f u n c t i o n  o f  c o m p l e t e  
medium may be  t o  g e n e r a l l y  e n h a n c e  c e l l u l a r  p h y s i o l o g y  and  t h e  
u t i l i z a t i o n  o f  L - g l u t a m i n e .  
üi)./
«t/N
0.8-
TIMS (hours)
F i ^ r e  39. COMPARISON OF THE EFFECT OF L«GLUTAMINE AND EAGLES MEDIUM, exp. 7:
Aggregation was inhibited by heavy trypsin pre-treatment, 
the cells were suspended in the media indicated at t = 0*, 
e Hahlcs" control ; Â 5mM glutamine j □ Eagles medium 50^, Hanks 50^
TABLE I g
COFiPARISON OE THE EFEEGTS OF L-GLUTAMINE 
iUlD EAGLES MEDIUM ON HEAVILY TRYPSINIEED CELLS
T he  h e a v i l y  t r y p s i n i s e d ;  c e l l s  a r e  s u s p e n d e d  i n  t h e  medium 
i n d i c a t e d  a t  t  = 0 .  T he  t r e a t m e n t  i s  f o r  l i n e a r  r e g r e s ­
s i o n  a s  b e f o r e  : t h e  p o i n t s  a r e  a f t e r  t h e  l a g  p h a s e .  S e e  
t e x t  f o r  d e t a i l s .
EXPERIMENT ? :
c o n t r o l .  H a n k s
5mM L - g l u t a m i n e
E a g l e s  5 0 ^ ,  
H a n k s  $ 0 ^
n
10
4
4
( p a r t i c l e s , 
x l O  / m l / m i n )
- 0 , 0 0 0 1 5  - 0 . 7 0 6
- 0 . 0 0 1 5 1  - 0 . 9 9 9
- 0 . 0 0 2 5 4 -  - 0 . 9 9 3
P
2 , 5 ^ > P > 1 . 0 ? ^
P = 0 . 0 5 ^
0 . 2 5 ^ > P > 0 . 0 5 ^
EXPERIMENT 8 :
c o n t r o l .  H a n k s
ImM L - g l u t a m i n e
5mM L - g l u t a m i n e
E a g l e s  5 0 ?^, 
li a n k  s  5 0 0^ , w i  t h  
ImH L - g l u t a m i n e
7 - 0 . 0 0 0 1 5
5 - 0 . 0 0 0 8 5
5 - 0 . 0 0 0 6 8  
5 - 0 . 0 0 1 4 1
• 0 .588
' 0 . 9 8 5
■0 . 9 9 0
• 0 .982
P > 5 . 0 ? ^
0 . 2 5 ^ > P >  0 . 0 5 9 ^
P
P
1 6 9 .
D. Arrc - re r / a t ion  o f  L - c - l u t s m i n e  t r e a t e d  c e l l s
The r a p i d i t y  o f  r e s p o n s e  o f  c e l ] s  t o  L - g l u t a m i n e  was 
e x a m i n e d .  T h i s  c o u l d  n o t  be  d o n e  f r o m  e x p e r i m e n t s  w h e r e  an 
i n i t i a l  a g c r r o g a t i o n  l a g  e x i s t e d .
1 ) M e t h o d s
a ) E x n o r i m e n t  9
I n  one  e x p e r i m e n t ,  n o r m a l l y  h a r v e s t e d  c e l l s  w e r e  r e ­
s u s p e n d e d  I n  e i t h e r  Hanks  o r  4 . 6 3  raî'4 ^  L - g l u t a m i n e  i n  H a n k s ,  
The s u s p e n s i o n s  w e r e  a g g r e g a t e d  i n  d u p l i c a t e  a t  37*^0.
b ) f e n e r i m e n t  10
I n  one  e x p e r i m e n t  n o r m a l l y  h a r v e s t e d  c e l l s  w e r e  r e -  
s u s p e n d e d  a s  a b o v e  i n  e i t h e r  Hanks  o r  5 nM L - g l u t a m i n e .  A g g r e g ­
a t i o n  was a t  3 7 ^ 0 .  I n  a n o t h e r  f l a s k ,  c e l l s  w e r e  a g g r e g a t e d  i n  
4 m i s .  of  Han ks  f o r  30  m i n u t e s .  At  t h a t  t i m e ,  0 , 1  m l ,  o f  Hanks  
was  a d d e d  c o n t a i n i n g  L - g l u t a m i n e  t o  g i v e  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  
of  5 trJVÎ,
2 )  R e s u l t s
I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h e  i n i t i a l  l a g  i n  r e s p o n s e  t o  L -  
g l u t a m l n e  was e l i m i n a t e d  a n d ,  a t  l e a s t  a s  c a n  b e  r e s o l v e d  h e r e ,  
t h e , e f f e c t  o f  t h e  a m in o  a c i d  i s  p r a c t i c a l l y  i n s t a n t a n e o u s .  I t  
i s  I n t e r e s t i n g  t h a t ,  s i n c e  L - g l u t a m i n e  p r o m o t e d  a g g r e g a t i o n  i s  
s c o m p l i c a t e d  m e t a b o l i c  p h e n o m e n o n ,  t h e  c e l l u l a r  r e s p o n s e  i s  
a s  r a p i d  a s  i t  a p p e a r s  <,
t /K
0. 8"
0.2
705010
Figure  40 . RAPID RESPONSE OF 0-15 CELL AGGREGATION TO L-GLUTAI^RR, exp. 9
e  Hanks c on t ro l  (average of d u p l i c a t e  f l a s k s ) , 
a  glutamine "
added a t  t  ~ 0,  f i n a l  co nc en t ra t ion :  4.63ml4.
0.7--
1 2 3 54
TII’ÎE (hours)
..a)RAPID RESPONSE OP C-13 CELL ACGRKGATIOH TO L-GLUTAhIRE, exp. 10;
o Ranks control; O glutamino added at t = OJ final
concentration: 5mM. 
h)ADDITION OP L-GLUTAÎHNE TO PRE-PORNED C-13 CELL AGGREGATES,Gxp.10: 
A Hanlcs control; a glutamine added at t - 30J final
concentration:
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V. GOnCLuSIQNS 
A* I n t e r r - r a t a t i o n  o f  t h e  A r r i r e n ^ e t i o n  P a r a m e t e r s
The 8p;8 t i o n  o f  G-13  c e l  l e  I n  a n  a g i t a t e d  s u s p e n s i o n ,
m e a s u r e d  i n  t e r m s  o f  t ihe t o t a l  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n ,  c a n  b e  
c o n v e n i e n t l y  f i t t e d  t o  a n  e x p o n e n t i a l  d e c a y  c u r v e  s p e c i f i e d  
by t h e  p a r a m e t e r s  A a n d  0  , T h i s  s i m p l e  t r e a t m e n t  c a n  be u s e d  
Yihen t h e  s o - g r e g s t i o n  medium i s  c o m p o s e d  o f  g l u c o s e  a n d  s a l t s ;  
b u t  when c o m p l e x  m e d ia  a r e  u s e d  a g g r e g a t i o n  i s  c o m p V i c s t e d  
by  a n  a d d i t i o n a l  p r o c e s s ,  p r o b a b l y  m e t a b o l i c ,  e nd  e d i f f e r e n t  
t r e a t m e n t  mus t  b e  a p p l i e d .  Two q u e s t i o n s  r e q u i r e  d i s c u s s i o n :  
how do t h e  p a r a m e t e r s  r e l a t e  t o  t h e  c r i t e r i a  o f  a d h e s i v e n e s s  
u s e d  by  o t h e r  w o r k e r s ,  a n d  w h a t  a r e  t h e  i m p l i c a t i o n s  o f  t h e  
l i m i t e d  A g g r e g a t i o n  a n d  t h e  c h a n g e s  i n  t h e  p a r a m e t e r s  c a u s e d  
by t r e a t m e n t s  v / i t h  NANase,  t r y p s i n  a n d  L - g l u t a m i n e ?
A p r e c i s e  I r i t e r p r e t a t i o n  o f  0  d e p e n d s  on an u n d e r s t a n d i n g  
of  why n e t  a g g r e g a t i o n  s t o p s .  The l i m i t e d  a g g r e g a t i o n  i n  
G-1 3  s u s p e n s i o n s  may b e  d u e  t o  one  o f  tw o  p h e n o m e n a .  1) 
A d h e s i v e n e s s  of  t h e  c a l l  s u r f a c e  i s  u n i f o r m  o v e r  e a c h  c e l l  i n  
t h e  p o p u l a t i o n  a n d  0  r e p r e s e n t s  a s i t u a t i o n  w h e r e  t h e r e  i s  
a n  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  t h e  b r e a k - u p  of  a g g r e g a t e s  by s h e a r  
a n d  t h e i r  r e f o r m a t i o n  by  a g g r e g a t i o n .  B) T h e r e  i s  an u n e v e n  
d i s t r i b u t i o n  of  a d h e s i v e n e s s  i n  t h e  p o p u l a t i o n  a n d ,  n e r h a p s  
g e o m e t r i c a ’j l y , on t h e  s u r f a c e  of  a d h e s i v e  c e l l s .
I f /
161  .
I f  1) i s  t h e  C8 S 0 , t h e  v e i u e  o f  /  w i l l  b e  a f u n c t i o n  
of  t h e  r a t i o  o f  t h e  r a t e s  o f  a g g r e g a t e  f o r m a t i o n  a nd  b r e a k - u p .  
An i n c r e a s e  i n  /  may mean a u n i f o r m  i n c r e a s e  i n  a d h e s i v e n e s s  
c a u s e d  e i t h e r  b y  an  i n c r e a s e  i n  t h e  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y  o f  
f o r m a t i o n  o f  a d h e s i o n s  or  by a d e c r e a s e  i n  t h e  p r o b a b i l i t y  
of  b r e a k - u p  o f  c e l l  c l u s t e r s ,  Hov;ever ,  t h i s  c a s e  s p n e a r s  
u n l i k e l y  w i t h  G- 1 3  c e l l s  s i n c e  no c l u s t e r  b r e a k - u p  o c c u r s  
when  an a g g r e g a t e d  s u s p e n s i o n  i s  c o o l e d  t o  0*^0 ( M w a r d s  and 
C a m p b e l l  1 9 7 1 a ) .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  I n  t h e  c a s e  of B ) , an  
i n c r e a s e  i n  /  c a n  i n d i c a t e  an  i n c r e a s e  i n  t h e  f r a c t i o n  o f  
a d h e s i v e  c a l l s  or  c e l l  s u r f a c e  i n  t h e  p o p u l a t i o n .  The  c o n c e p t  
of  a d h e s i v e  h e t e r o g e n e i t y  on t h e  c e l l  s u r f a c e  i s  r e a s o n a b l e  
on t h r e e  a c c o u n t s .  F i r r s t ,  a l l  t h e  i d e n t i f i e d  c e l l  j u n c t i o n s ,  
w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f . t h e  i n t e r m e d i a t e  j u n c t i o n ,  o c c u r  o v e r  
l i m i t e d  a r e a s  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e .  S e c o n d l y ,  M w a r d s  and  
C a m p b e l l  ( 1 9 7 1 a )  h a v e  m e n t i o n e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  s p e c i a l l y  
a d h e s i v e  ^ ' pa t ch es ' *  c o u l d  o r i g i n a t e  f r o m  t h e  s i t e s  of  p r e ­
e x i s t i n g  i n t e r c e l l u l a r  c o n t a c t s  f o r m e d  i n  c u l t u r e .  T h i r d l y ,  
G e r i s c h  ( 1 9 6 8 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s i t e s  o f  a d h e s i v e  s u r f a c e  
i n  s l u g - f o r m i n g  s l i m e  mold  c e l l s  w e r e  u n e v e n l y  d i s t r i b u t e d  
s p a t i a l l y  on t h e  c e l l  s u r f a c e .
An i n c r e a s e  i n  /  i n d i c a t e s  t h a t  mo re  a d h e s i o n s  a r e  b e i n g  
f o r m e d  a n d ,  i n  p r a c t i c e ,  i n  t h e  G-13  s y s t e m ,  i s  a c c o m p a n i e d  by  
t h e  a p p e a r a n c e  o f  l a r g e r  A g g r e g a t e s . As d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y ,  
s e v e r a l  /
162.
s e v e r a l  w o r k e r s  h a v e  u s e d  t h e  maximum s i z e  o f  a g g r o f ^ a t es  a s  a 
m e a s u r e  o f  a d h e s i v e n e s s  w h i c h  c o u l d  r e l a t e  t o  /  b u t  n e e d  n o t  
n e c e s s a r i l y  do s o .  T h i s  d e p e n d s  on t h e  s h a p e  o f  t h e  p a r t i c l e  
s i z e  d i s t r i b u t i o n .  . F o r  e x a m p l e ,  i f  e v e r y  c e l l  i n  a s u s p e n s i o n  
r a p i d l y  fo rm o d  taut one  a d h e s i o n ,  t h e n  e a c h  a g g r e g a t e  w o u l d  b e  
no  l a r g e r  t h a n  two  c e l l s  a t  maximum. The  c e l l s  w o u l d  b e  c o n ­
s i d e r e d  t o  be  a d h e s i v e  by t h e  c r i t e r i a  o f  /  a n d  o f  t h e  r a t e  
c o n s t a n t  A a s  w a l l ;  b u t  s i n c e  no l a r g e  a g g r e g a t e s  a r e  f o u n d  
t h e  c e l l s  m i g h t  be  c o n s i d e r e d ,  i n c o r r e c t l y ,  t o  b e  n o n - a d h e s i v e  
by t h e  s i z e  c r i t e r i o n .  The  same  a r g u m e n t  a p p l i e s  t o  a c t u a l  
s y s t e m s  w h i c h  h a v e  b e e n  s t u d i e d .  The f i n a l  num be r  o f  c e l l s  i n  
t h e  l a r g e r  a g g r e g a t e s ,  m e a s u r e d  a f t e r  l o n g  t i m e s  i n  s h a k e r s ,  
may h a v e  l i t t l e  r e l a t i o n s h i p  w i t h  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  a d h e s i o n  
o r  t h e  p r o p o r t i o n  o f  a d h e s i v e  c e l l s  o r  c e l l  s u r f a c e  i n  t h e  
p o p u l a t i o n .  T h e  r a t e  c o n s t a n t  A i s  u s e d  t o  c o m p a r e  t h e  
v a l u e s  b e t w e e n  s u s p e n s i o n s  o f  s l i g h t l y  d i f f e r i n g  s i n c e ,  
v/hen a g i v e n  s u s p e n s i o n  i s  a g g r e g a t e d  f r o m  d i f f e r e n t  i n i t i a l  
p a r t i c l e  c o n c e n t r â t  i o n s , t h e  v a l u e s  o f  cL a r e  ( a t  l e a s t  
a p p r o x i m a t e l y )  p r o p o r t i o n a l  t o  Nq.  T h i s  i s  a c o n s e q u e n c e  o f  
t h e  c o l l i s i o n  n a t u r e  o f  t h e  p r o c e s s .  I t  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  
o b e y e d  t o  s u f f i c i e n t  a c c u r a c y  t o  b e  u s e d  t o  c o m p a r e  s u s p e n s i o n s  
w i t h  l a r g e l y  d i f f e r i n g  v a l u e s  of  ( Fd w a r d s  a n d  C a m p b e l l  1 9 7 1 a ) .  
I n  v i r t u a l l y  e v e r y  e x p e r i m e n t  w h e r e  a g g r e g a t i o n ,  a s  m e a s u r e d  
by  /  , h a d  b e a n  e i t h e r  e n h a n c e d  (by  NA'Nsse o r  m e t a b o l i c  
g e n e r a t i o n )  o r  d e c r e a s e d  (b y  t r y p s i n )  t h e  v a l u e  'of  A r e m a i n e d  
e i t h e r  u n c h a n g e d  o r  o n l y  s l i g h t l y ,  b u t  i n c o n s i s t e n t l y , a l t e r e d .
163.
I t  s h o u l d  be  e m p h a s i z e d  t h a t  w h e r e  /  I n c r a s s e d  o r  d e c r e a s e d  
a n d  A r e m a i n e d  c o n s t a n t ,  t h e n  t h e  r a t e  o f  s g c p r e g s t i o n ,
(^ i^ t / d t f  a l s o  e i t h e r  i n c r e a s e d  o r  d e c r e a s e d  r e s p e c t i v e l y .
T h i s  o b s e r v a t i o n  l e a v e s  o p e n  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  
c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y  o f  t h e  a d h e s i v e  s u r f a c e  i n  t h e  p o p u l a t i o n  
r e m a i n s  u n c h a n g e d  f r o m  t h e  c o n t r o l  when 0  I s  a l t e r e d .  I f  
t h i s  i s  s o ,  t h e n  t h e  a g g r e g a t i o n  r a t e  c h a n g e s  b e c a u s e  t h e  
r e l a t i v e  or  a b s o l u t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  s u c h  a d h e s i v e  s u r f a c e  
i n  t h e  p o p u l a t i o n  e i t h e r  i n c r e a s e s  o r  d e c r e a s e s  a s  s r e s u l t  
o f  t h e  t r e a t m e n t .
C u r t i s  a n d  G r e a v e s  ( 1 9 6 5 )  a n d  C u r t i s  ( 1 9 6 9 )  h a v e  
s u c r g e s t e d  t h a t  t h e  r a t e  o f  a g g r e g a t i o n ,  o r  more  c o r r e c t l y ,  
t h e  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y ,  i s  a f u n c t i o n  o f  t h e  s t r e n g t h  o f  
i n t a r c e l l u l s r  a d h e s i o n .  On t h i s  b a s i s ,  t h e  o b s e r v a t i o n s  
t h a t  A i s  o n l y  m a r g i n a l ! y a f f e c t e d ,  i f  a t  a l l ,  by  e x p e r i m e n t a l  
t r e a t m e n t s  w h i c h  c a u s e  l a r g e  c h a n g e s  i n  0  c o u l d  b e  h e l d  t o  
i n d i c a t e  t h a t  t h e  s t r e n g t h  o f  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  ( i n  t h i s  
s y s t e m )  i s  n o t  a f f e c t e d  by t h e  t r e a t m e n t s .  I f  u n e v e n  g e o m e t r y  
o f  a d h e s i v e  s u r f a c e  i s  a f e a t u r e  o f  G-13  c e l l s  t h e n  t h e  r a t e  
c o n s t a n t  A m u s t  be  a c o m p l e x  f u n c t i o n  o f  b o t h  t h e  patch^^ 
c o l l i s i o n  r a t e  ( w h i c h  d e p e n d s  on p a t c h  s i z e  a n d  c o n c e n t r a t i o n )  
a n d  on t h e  s u r e n g t h  o f  p a t c h  a d h e s i o n ,  i . e .  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y  
o f  p a t c h e s .  C o l l i s i o n s  i n v o l v i n g  o n l y  n o n - a d h e s i v e  s u r f a c e  
on e a c h  c e l l  w i l l  n o t  r e s u l t  i n  a d h e s i o n .  T h e r e f o r e ,  t h e  
l a r g e r /
I
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l a r g e r  t h e  f r a c t i o n  o f  n o n - a d h e s i v e  s u r f ' a c e  p e r  a d h e s i v e  c e l l ,  
t h e  l o w e r  w i l l  b e  t h e  v a l u e s  o f  t h e  a v e r a g e  c o l l i s i o n  
e f f i c i e n c y  a n d  o f  A - a l t h o u g h  t h e  c o l l i s i o n  e f f i c i e n c y  of  
c o l l i s i o n s  i n v o l v i n g  p a t c h e s  w i l l  r e m a i n  c o n s t a n t .
I f  A i s  a d i r e c t  f u n c t i o n  o f  t h e  p r o p o r t i o n  o f  a d h e s i v e  
s u r f a c e  p e r  a d h e s i v e  c e l l ,  t h e n  t h e  a p p a r e n t  c o l l i s i o n  
e f f i c i e n c y  w i l l  b e  u n d e r e s t i m a t e d  i f  t h i s  p r o p o r t i o n  i s  lo w .  
The  k i n e t i c  i n t e r p r a t a t i o n  i s  made more  d i f f i c u l t  i f  a d h e s i v e  
" p a t c h e s  a d h e r e  n o t  o n l y  t o  t h e m s e l v e s  b u t  t o  o t  h e r w l s  e n o n -  
a d h e s i v e  c e l l  s u r f a c e  a s  w e l l .  Thus t h e  u s e  o f  t h e  v a l u e  o f  
A t o  d e t e r m i n e  t h e  r e l a t i v e  a d h e s i v e n e s s  o f  s u c h  c e l l  
s u s p e n s i o n s  may be  o f  l i m i t e d  u s e f u l n e s s .
■6. G e n e r a  1 . b i s c u s s  1 on
I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  t r y p s i n  and  p r o n a s e  a r e  a c t i v e  
i n  d i s p e r s i n g  c e l l s  i n  c u l t u r e  a n d  i n  a r x - r e c r a t e s  a n d  t h a t  
t r y p s i n  d e c r e a s e s  t h e  a d h e s i v e n e s s  o f  t h e  c e l l s  ( a s  m e a s u r e d  
by /  a n d  A ) ,  11 e u r a m i n i d a s e ,  on t h e  o t h e r  h a n d ,  i n c r e a s e s
a g g r e g a t i o n  b y  a s  much a s  50> ( a l t h o u g h  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h i s  
f i g u r e  may be  l i m i t e d  by t h e  h y d r o d y n a m i c  c o n d i t i o n s  i n  t h e  
s y s t e m ) .  L - g l u t a m i n e  was f o u n d  t o  b e  t h e  o n l y  c o m p o n e n t  o f  
c o m p l e x  /
165.
c o m p l e x  m e d ia  a c t i v e  I n  i n c r e a s i n g  i n t e r c e  11 u l a r  a d ' a e s i v e n e s s  
T h i s  p r o b a b l y  r e f l e c t s  a g l u t a m i n e  r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  
s y n t h e s i s  an d  i n c o r p o r a t i o n  o f  new p l a s m a  membrane i n t o  t h e  
c e l l  s u r f a c e .
I n  a d d i t i o n , i t  was f o u n d  t h a t  n e i t h e r  NANase t r e a t e d  
n o r  c o n t r o l  c e l l s  a g g r e g a b e d  a t  0 %  a n d  t h a t  a d h e s i v e n e s s  
p r o m o t e d  by N/dTase ( a t  3 7 ^ 0 )  was s e n s i t i v e  t o  t r y p s i n .  The 
e f f e c t  of  NANase t r e a t m e n t  on a g g r e g a t i o n  was p r o p o r t i o n a t e l y  
g r e a t e r  i f  l o w e r  g r o w t h  d e n s i t y  c e l l s  w e r e  u s e d .  EDTA, 
c o l l e g e n a s e  a n d  p h o a p h o l i p a s a  G ha d  no s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on 
0 - 1 3  a g g r e g a t i o n  a s  t e s t e d  h e r e .
The o b s e r v a t i o n s  o f  t h e  e f f e c t  of  t r y p s i n  on c e l l  
a g g r e g a t i o n  i n d i c a t e  t h a t  t h e  l i m i t e d  e x t e n t  o f  a g g r e g a t i o n  
d o e s  n o t  d e p e n d  on p a t c h e s  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  w h i c h  a r e  p r o ­
t e c t e d  f r o m  t r y p s  i n  m e r e l y  by i n t e r c e l l u l a r  c o n t a c t .  I t  i s  
c o n c l u d e d  t h a t  t h e  t r y p s i n  s e n s i t i v e  a d h e s i v e  s u r f a c e  a l s o  
e x i s t s  i n  t h e  c u l t u r e  b e f o r e  t h e  c a l l s  a r e  h a r v e s t e d  o r  t r e a t e d  
w i t h  t h e  e n z y m e .  T r y p s i n  may f u n c t i o n  i n  d e c r e a s i n g  a d h e s i v e ­
n e s s  by r e m o v i n g  p r o t e i n s  o r  g l y c o p r o t e i n s  f r o m  t h e  c e l l  
s u r f a c e  e n d  t h u s  e i t h e r ;  a )  r e m o v i n g  t h e  c e l l  s u r f a c e  a d h e s i v e  
c o m p o n e n t s ,  o r  b)  e x p o s i n g  c h a r g e d  g r o u p s  b e n e a t h  t h e  " p r o t e i n  
l a y e r " .  I f  Dhe t ,  p o t e n t i a l  o f  t h e  c e l l s  I s  i n c r e a s e d  
s u f f i c i e n t l y ,  c e l l  c o n t a c t  may b e  i n h i b i t e d  by t h e  g r e a t e r  
e l e c t r o s t a t i c  r e p u l s i v e  f o r c e .  As a n  e x a m p l e  o f  b ) ,  t h e  
t r e a t m e n t  /
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t r e a t m e n t  o f  c a t  e r y t h r o c y t e s  w i t h  p r o t o a s e s  r e s u l t s  I n  an  
i n c r e s s e  i n  t h e i r  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  ( U h l e n b r u c k  e t  e l  
1 9 6 8 b ) ,
NANase,  by  r e m o v i n g  e l l  o r  m o s t  o f  t h e  c e l l  s u r f a c e  
NANA r e s i d u e s ,  may i n c r e a s e  c a l l u l s r  a d h e s i o n  i n  one  of  tv/o 
w a y s ;  1) by e x p o s i n g  new t e r m i n a l  g r o u p s  on t h e  s u g a r  c h a i n s  
of  g l y c o l i p i d s  a n d / o r  g l y c o p r o t e i n s  ( p o s s i b l y  p>-ga l a c t o s y l  
a n d / o r  H - a c e t y l - y S - N - g a l a c t o s a m i n e )  t o  w h i c h  NANA f o r m s  
an oC " g l y c o s i d i c  b o n d  ( P a r d o e  e t  a l ,  1 9 7 0 ) .  The  new t e r m i n a l  
r e s i d u e s  c o u l d  b e  t h e  d e t e r m i n a n t s  o f  c e l l  s u r f a c e  a d h e s i v e  
c o m p o n e n t s ;  E) by r e m o v i n g  NANA a n d  t h u s  s u b s t a n t i a l l y  
d e c r e a s i n g  t h e  c e l l  s u r f a c e  ^  p o t e n t i a l  a l l o Y / i n g  c l o s e r  
c e l l u l a r  a p p r o a c h  e n d  g r e a t e r  a d h e s i v e  c o n t a c t  c o n s i s t e n t  w i t h  
t h e  l y o p h o c i c  c o l l o i d  t h e o r y  o f  c e l l  a d h e s i o n  ( C u r t i s  1 9 6 0 ) ,
The m e c h a n i s m  o f  a d h e s i o n  o f  NANase t r e a t e d  0 - 1 3  c e l l s  
c a n n o t  b e  d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  t h a t  c a u s i n g  t h e  a d h e s i o n  o f  
u n t r e a t e d  c a l l s  on t h e  b a s i s  o f  t h e  t e m p e r a t u r e  a n d  t i ^ y p s i n  
s e n s i t i v i t y  of  t h e  a g g r e g a t i o n .
The g e n e r a t i o n  of a d h e s i v e  c e l l  s u r f a c e  by c o m p l e x  
m e d i a  p r o b a b l y  r e f l e c t s  a r e q u i r e m e n t  f o r  p r o t e i n  a n d  a m i n o -  
3Uo;ars i n  c a l l  s u r f a c e  m o l e c u l e s  I m p o r t a n t  i n  a d h e s i o n .  The  
d e p e n d e n c e  d o e s  n o t  moan t h a t  a p a r t i c u l a r  a m i n o - s u g a r  i s  an  
a d h e s i v e  d é t e r m i n a n t  on 0 - 1 3  c e l l s .  The  s y n t h e s i s  o f  t h e  
sure a r  /
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s u g a r  i s o r t i o n s  o f  c a l l  s u r f a c e  g l y c o l i p i d s  a n d  g l y c o p r o t e l n s  
d e p e n d s  on s p e c i f i c  g l y c o s y l  t r a n s f é r a s  as l i n k i n g  n u c l e o t i d a  
s u g a r s  t o  s p e c i f i c  a c c e p t o r s ,  i . e .  t h e  c o n n e c t ,  i n c o m p l e t e ,  
s u g a r  c h a i n  ( dos en i s n  1 9 7 0 ,  b u t  s e e  Me ez a n  a t  a l  1 9 6 9 ) ,
I f  an e a r l y  r e s i d u e  i n  t h e  c h a i n  i s  n o t  a v a i l a b l e ,  or  i f  
t h o  t r a n s f e r a s e  i s  l a c k i n g  o r  d e f e c t i v e ,  e i t h e r  t h e  c h a i n  w i l l  
r e m a i n  i n c o m p l e t e  a t  t h a t  p o i n t  when i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  c e l l  
s u r f a c e  o r ,  p o s s i b l y ,  c e l l  s u r f a c e  s y n t h e s i s  a n d  i n c o r p o r a t i o n  
may b e  i n h i b i t e d .  The  g e n e r a t i o n  of a d h e s i v e  s u r f a c e  by 
L - g l u t a m i n e  t r e a t e d  c e l l s  o r  by  h e a v i l y  t r y p s i n i z e d  c e l l s  
i n c u b a t e d  i n  c o m p l e x  m e d i a  p r o b a b l y  r e f l e c t s  t h e  p r o c e s s  of  
p l a s m s  membi^ane t u r n o v e r  a n d  n o t  t h a t  o f  p i e c e m e a l  r e p a i r  o f  
t h e  a d h e s i v e  a n d  t r y p s i n  s e n s i t i v e  c o m p o n e n t s  a l o n e  ( K r a e m e r  
1 9 6 7 s ,  W a r r e n  e n d  G l i c k  1 9 6 8 ,  s e e  P a s t e r n a k  a nd  B e r g e r o n  1 9 7 0 ) ,  
i l o s e m s n  ( 1 9 7 0 )  h as  d e s c r i b e d  t h e  f u n c t i o n  o f  c e l l  
s u r f a c e  g a l a c t o s y l  a c c e p t o r s  i n  t h e  a d h e s i o n  o f  c h i c k  e m b r y o n i c  
n e u r a l  r e t i n a l  c e n s .  I n  t h i s  s y s t e m ,  t h e  g a l a c t o s y l  a c c e p t o r s  
may b e  f u n c t i o n a l l y  a n a l o g o u s  t o  t h e  n a u r s m i n y l  a c c e p t o r s  on 
t h e  G -1 3  c a l l  s u r f a c e .  T h e  n e u r a l  r e t i n a l  c e l l  a d h e s i o n  i s  
b e l i e v e d  t o  be  t h r o u g h  a c o m p l e m e n t a r y  m e c h a n i s m ,  a s  d i s c u s s e d  
p r e v i o u s l y ,  w h i c h  r e q u i r e s  two  d i f f e r e n t  c o m p o n e n t s  on t h e  c e l l  
s u r f a c e .  I n  t h e  n e u r a l  r a t i n a l  s y s t e m ,  t h e  s e c o n d  c o m p o n en t  
i s  b e l i e v e d  t o  b e  t h e  c e l l  s u r f a c e  g a l a c t o s y l  t i ^ a n s f e r a s e  
enzyme /
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enzyme b i n d i n g  t o  t h e  i n c o m p l e t e  g a l a c t o s y l  a c c e p t o r  ( d o s e m s n  
1 9 7 0 ) .  Two c o m p o n e n t s ,  one s u g a r  and  t h e  o t h e r  p r o t e i n ,  a r e  
a l s o  s u g g e s t e d  t o  b e  r e q u i r e d  f o r  b s c t e r l a - p h e , n ; a  a d h e s i o n ,  
d o b b i n s  a n d  TJchida ( 1 9 6 8 )  h a v e  f o u n d  t h a t  a p a r t i c u l a r  
Sa 1 mone l 1 a p h a g e  b i n d s  t o  t h e  b a c t e r i a  by  t h e  s p e c i f i c  
i n t e r a c t i o n  o f  v i r a l  p r o t e i n  t a i l  f i b e r s  a n d  a c e r t a i n  c e l l  
s u r f a c e  s u g a r  c h a i n .  The  m e c h a n i s m  of  b i n d i n g  i s  unknown.
Of p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  a r e  t h e  o b s e r v a t i o n s  of  t h e  
e f f e c t  o f  NANase on c e l l - a n t i b o d y  an d  - l e c t i n  i n t e r a c t i o n s  
a n d  m s c r o p h a g e - b a c t e r i a  b i n d i n g ,
U h l e n b r u c k  a n d  P r o k o p  ( 1 9 6 7 )  f o u n d / t h a t  t h e  t r e a t m e n t  o f  
c e l l s  w i t h  NAkasa a l l o w e d  n o r m a l l y  p r e s e n t  s e r u m  a n t i b o d i e s  
t o  b i n d  t o  t h e  c a l l s .  T h e r e  was no d e t e c t a b l e  b i n d i n g  of 
a n t i b o d y  by  t h e  c e l l s  b e f o r e  t h e  enzyme t r e a t m e n t .  The 
a u t h o r s  p r o p o s e d ; t h a t  t h e  a n t i b o d i e s  b e c a m e  e f f e c t i v e  b e c a u s e  
NANase e x p o s e d  new a n t i g e n s ,  known a s  F r e i d a n r i e c h  a n t i g e n s ,  
on t h e  c e l l  s u r f a c e  a n d  n o t  b e c a u s e  o f  a d e f e c t  i n  t h e  a n t i b o d y  
m o l e c u l e s .
One o f  t h e s e  new d e t e r m i n a n t s  was i d e n t i f i e d  as  a 
y O - g a l a c t o s y l  r e s i d u a  a n d  known a s  t h e  T e n t i c r o n .  I t  was t h e  
s i t e  o f  b i n d i n g  o f  NANA t o  t h e  s u g a r  c h a i n  on t h e  c e l l  s u r f a c e .  
The a p a c i f i c  l e c t i n  o f  d i c i n u s  communis  was a l s o  b o u n d  by c e l l  
s u r f a c e  3^ - g A l s c t o s y l  g r o u p s  a f t e r  NANase t r e a t m e n t  ( P a r d o e  
a t  /
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a t  s i  1 9 7 0 ) .  XJh la n b ru c k  e nd  P r o k o p  ( 1 9 6 7 )  s u g p i e s t e d  t h a t  t h e  
b i n d i n g  o f  t h e  a n t i b o d i e s  t o  t h e  NANeae t r e a t e d  c e l l s  was d u e  
t o  b o t h ;  e)  t h e  e f f e c t  o f  t h e  d e c r e a s e  i n  t h e  c e l l  s u r f a c e  
n e t  n e g a t i v e  c h a r g e  w h i c h  m i g h t  a l l o w  c l o s e r  a p p r o a c h  o f  
a n t i b o d i e s  t o  c e l l  s u r f a c e  g l y c o p r o t e i n  a n d  g l y c o l i p i d  
d e t e r m i n a n t s , a nd  b )  t h e  e x p o s u r e  o f  a new t e r m i n a l  g r o u p C s )  
o n c e  NANA i s  r e m o v e d .
I n  r e g a r d  t o  t h e  f u n c t i o n s  o f  c e l l  s u r f a c e  c h a r g e  i n  
c e l l u l a r  i n t e r a c t i o n s , G u r r i a  a n d  Bags  hawe ( 1 9 6 7 , 1 9 6 8 )  
h a v e  d i s c u s s e d  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  NANA t o  t h e  c e l l  s u r f a c e  
c h a r g e  o f  t h e  t r o p h o b l a s t  and  v a r i o u s  t y p e s  o f  m a l i g n a n t  c e l l s .  
The a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h i s  c h a r g e  
c o n t r o l s  t h e  i n t e r a c t i o n  of t h e s e  c e l l s  w i t h  a n t i b o d i e s  a n d  w i t h  
o t h e r  c e l l s .
Thus  t h e s e  phenom ena  h a v e  some a n a l o g y  w i t h  t h e  e f f e c t  
o f  NANase on 0 - 1 3  a g g r e g a t i o n .  A c l o s e r  a n a l o g y  h a s  b e e n  
o b s e r v e d  w i t h  t h e  e f f e c t  o f  NANase and t r y p s i n  on t h e  a t t a c h m e n t  
p h a s e  o f  p h a g o c y t o s i s  o f  b a c t e r i a  by m a c r o p h a g e s .
A l l e n  and  Cook ( 1 9 7 0 )  h a v e  f o u n d  t h a t  B a d  11 us s p s ,  
o p s o n i z e d  w i t h  s c o m p o n e n t  o f  c a l f  s e r u m  ( p r o b a b l y  & 19S 
m a c r o g l o b u l i n )  a r e  a b l e  t o  a d h e r e  t o  t h e  m a c r o p h a g e  c e l l  
s u r f a c e .  The a d h e s i o n  i s  g r e a t l y  i n c r e a s e d  ( b y  a b o u t  5 0 % )  i f  
t h e  c e l l s  a r e  p r e " t r e a t e d  w i t h  NANase.  T r y p s i n  a n d  p r o n a s e  c a n  
a b o l i s h  /
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a b o l i s h ,  t h e  a d h e s i o n  b u t  t h e  p h o s p h o l i p a s a s  A end  G h a v e  no  
e f f e c t .
The  a u t h o r s  o b s e r v e d  t h a t  a f t e r  t r y p s i n  t r e a t m e n t ,  t h e  
a d h e s i v e  c a p a c i t y  of t h e  c u l t u r e d  m a c r o p h a g e s  r e g e n e r a t e d ;  
and  t h a t  t h e  r e g e n e r a t i o n  was i n h i b i t e d  b y  an a n a l o g u e  o f  
L - g l u t a m i n e , a z a s e r i n e .
T h e s e  f i v e  f e a t u r e s  o f  t h e  phe no m en on  a r e  s t r i k i n g l y  
p a r a l l e l  w i t h  t h o s e  o b s e r v e d  f o r  G- 1 3  a g g r e g a t i o n .  A l l e n  and  
Goo.k ( 19 70 )  s u g g 031ed  t h a t  t h e  remova 1 of  c e l l  s u r f a c e  NANA 
r e s i d u e s  e n h a n c e d  t h e  a d h e s i o n  by c a u s i n g  a c h a n g e  i n  t h e  c o n ­
f i g u r a t i o n  o f  t h e  p l a s m s  membrane w h i c h  r e - a r r a i i g e d  t h e  c e l l  
s u r f a c e  s dh  es  i v e ,  c o m p o n e n t s  i n t o  more  f a v o u r a b l e  p o s i t i o n s ,  ■ 
T r y p s i n  a n d  p r o n a s e  w e r e  s u g g e s t e d  t o  f u n c t i o n  by d e c r e a s i n g  
t h e  n u m b e r  o f  c e l l  s u r f a c e  b a c t e r i a 1 - o p s o n i n  r e c e p t o r  g r o u p s ,
A s i m p l e r  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  e f f e c t  o f  NANase o f  G- 1 3  
a g g r e g a t i o n ,  a l s o  a p p l i c a b l e  t o  t h e  m a c r o p h a g e - b a c t e r i a  
p h e n o m e n o n ,  c o u l d  b e  t h a t  t h e  t r e a t m e n t  e x p o s e s  a d h e s i v e  
m o l e c u l e s  w h i c h  w e r e  f o r m e r l y  b l o c k e d  by  NANA r e s i d u e s  ( a s  
w i t h  t h e  T a n t i g e n ) . A l t e r n a t i v e l y , G- 1 3  a d h e s i o n  may be  
i n c r e a s e d  by  t h e  r e d u c t i o n  o f  r e p u l s i v e  e l e c t r o s t a t i c  f o r c e  
b e t w e e n  c e l l s  o n c e  NANA r e s i d u e s  a r e  r e m o v e d  f r o m  t h e i r  s u r f a c e  
B o t h  t h e s e  e x p l a n a t i o n s  f i t  my own o d s e r v s t i o n s , b u t  t h e  l a c k  
o f  e f f e c t  o f  EhTA on G- 13  a g g r e g a t i o n  f s l  I s  t o  s u p p o r t  t h e  
l a t t e r  c o n c l u s i o n .
T h e /
17 3 .
The  c o n c l u s i o n s  by A l l e n  end Cook ( 1 9 7 0 )  c o n c e r n i n g  
t h e  e f f e c t  o f  t r y p s i n  end  p r o n e s e  on t h e  m e c r o p h e g e - b e c t e r i e  
b i n d i n g  c o u l d  a l s o  h o l d  f o r  t h e  e f f e c t  o f  t h e s e  enzymes  on 
G-13 a d h e s i o n .
0 .  C o n c l u s i o n s
A l t h o u g h  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  t r y p s i n ,  
p r o n a s e  an d  NANase on G- 1 3  a g g r e g a t i o n  may b e  i n t e r p r e t e d  i n  
p u r e l y  e l e c t r o s t a t i c  t e r m s ,  t h e  s t u d i e s  i n  w h i c h  a d h e s i v e n e s s  
i s  r e g e n e r a t e d  m u s t  f o c u s  a t t e n t i o n  on t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  
t h e  a d h e s i o n  o f  t h e  d i s p e r s e d  c e l l ’ s d e p e n d s  on s p e c i f i c  c e l l  
s u r f a c e  m o l e c u l e s .  I n  p a r t i c u l a r ,  i t  a p p e a r s . t h a t  s u g a r  
m o l e c u l e s  ( e n d  p r o b a b l y  t h e i r  p o l y s a c c h a r i d e  s t r u c t u r e )  o f  
g l y c o p r o t e i n s ,  a n d  p e r h a p s  a l s o  g l y c o l l p l d s ,  a r e  i m p o r t a n t  i n  
t h i s  r e g a r d .  I n  t h e  c a s e  of  NANase,  i t  s h o u l d / b e  p o s s i b l e  t o  
d i s t i n g u i s h  t h e  e l e c t r o s t a t i c  a n d  s p e c i f i c  m o l e c u l e  e x p l a n a t i o n s  
by f u r t h e r  e x p o s i n g  t h e  NANas e t r e a t e d  c e l l s  t o  enzymes  
s e l e c t e d  t o  a t t a c k  t h e  new t e r m i n a l  s u g a r  r e s i d u e s  of  t h e  NANA 
a c c e p t  o r 8 .
I f  t h e r e  I s  s p e c i f i c  r e c o g n i t i o n  o f  t h e s e  s u g a r s , t h e r e  
m u s t  b e  a s e c o n d  c l a s s  o f  a d h e s i v e  m o l e c u l e  on t h e  c e l l  s u r f a c e  
w h i c h  i s  c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  sup;ar  a d h e s i v e  d e t e r m i n a n t s .
The /
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Tha  / r a l a c t o s ' y l  t r a n s f é r a s ©  a n d  t h e  v i r a l  t a i l  f l e e r s  h a v e  b e e n  
s u g g e s t e d  t o  b e  c o m p l e m e n t a r y  c o m p o n e n t s  w i t h  b i n d i n g  f u n c t i o n s  
( s e e  a b o v e ) .  H o w e v e r ,  a c o m p l e m e n t a r y  p r o t e i n  c o m p o n e n t  
i m p o r t a n t  i n  a d h e s i o n  n e e d  n o t  b e  an  e nz ym e.
T h e  p o s t u l a t e d  c e l l  s u r f a c e  s u g a r  r e q u i r e m e n t  of  G- 1 3  
a g g r e g a t i o n  i s  a f e a t u r e  v f a ic h  i s  r e m i n i s c e n t  o f  t h e  p r e ­
d o m i n a n t  r o l e  p l a y e d  by  c e l l  s u r f a c e  s u g a r  r e s i d u e s  i n  immune 
i n t e r a c t i o n s ,  a n d  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  c a l l s  w i t h  v i r u s  and 
w i t h  b a c t e r i a .  They  may a l s o  h a v e  a v i t a l  r o l e  i n  immuno­
l o g i c a l  r e c o g n i t i o n  ( B u r n e t  1 96 1 ,  S h e n  aa d G i n s b e r g  196 8)  a n d  
m o r p h o g e n e t i c  d i f f e r e n c e s  ( s e e  H s k o m o r i  a t  a 1 1 9 6 7 ) .
I n  t h e  f u t u r e  i t  w i l l  b e  impcr  t a n t  t o  a t t e m p t  t o  r e l a t e  
t h e  f e a t u r e s  o f  a g g r e g a t i o n  o f  d i s p e r s e d  c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  
( c l e a r l y  a v e r y  a r t i f i c i a l  s i t u a t i o n )  t o  I n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  
a n d  t h e  c o n t r o l  of  c e l l  b e h a v i o u r  i n  t h e  a n i m a l .  Of s p e c i a l  
i n t e r e s t  i n  t h i s  c o n t e x t  a r e  t h e  o b s e r v a t i o n s  on t h e  r e l a t i o n  
o f  a d h e s i v e n e s s  and  g r o w t h  d e n s i t y  (.Odwards a n d  C a m p b e l l  1 9 7 1 a ) ,  
andjbhe a b o l i t i o n  o f  a g g r e g a t i o n  c a u s e d  by t r a n s f o r m a t i o n  o f  
G- 1 3  c e l l s  v f i t h  p o ly o m a  v i r u s  ( E d w a rd s  a n d  C a m p b e l l  1 9 7 1 b ) .
The t y p e  o f  s y s t e m a t i c  i n v e s t i g a t i o n  o f  a d h e s i o n  
d e s c r i b e d  f o r  G- 1 3  c e l l s  by t h e s e  a u t h o r s  a n d  i n  t h i s  v/ork 
s h o u l d  b e  r e a d i l y  a p p l i c a b l e  t o  o t h e r  c e l l  t y p e s  a n d  c e l l  
l i n e s . /
1 7 3 .
l i n e s .  T h e  n u m e r o u s  b i o c h o n i i c e  1 ,  c y t o p e n e t i c ,  b e h a v i o u r a l  
a n d  i m m u n o c h e m i c a l  i n v e s t i g a t i o n s  b e i n g  c a r r i e d  o u t  on c e l l  
l i n e s ,  s u c h  a s  0 - 1 3 ,  make t h e m  i d e a l  f o r  s t u d y  s i n c e  i t  may b e  
p o s s i b l e  t o  r e l a t e  c e l l  a d h e s i o n  a n d  c e l l  b e h a v i o u r  a n d  t o  
d e s c r i b e  b o t h  i n  more  c h e m i c a l  t e r m s .
APPfîlJHX ï :A'i’iïlIALS
1 . 120 cm^ g l a s s  BOï TL ï S :
2 .  75cm^ PIASTIO BOL'ILES :
3 .  MOJilFIiïB moLEB :
4 .  CALP S m u i4  :
5 .  TtlYPTCSP p;iOSPliAO?E BAOÏH
(T?B) :
6 .  5% GOg :
7 .  " Ï A I 8 "  SOLUTlOlf pH 7 . 4  ;
F 1 ow Le b o r a t o r i e s  L t  d . 
w a s h e d  w i t h  d a t e r ? r e n t  e n d  
s o a k e d  o v e r n i g h t  i n  c o n ­
c e n t r â t  ed s o d i u m  h y p o ­
c h l o r i t e  s o l u t i o n  ( B r i t i s h  
B r u g  H o us es  L t d , )  a f t e r  us  e.  
S t e r i l i z e d  uy h e a t i n g  a t  
16û ^C/B  h o u r s  i n  a n  o v e n .
F a l c o n  P l a s t i c s  I n c . , U . S . A .
( S t o k e r  a n d  Macpher  so n  1964)  
o b t a i n e d  f r o m  The I n s t i t u t e  
o f  V i r o l o g y ,  G l a s g o w .
F l o w  L a b o r a t o r i e s  L t d .
D i f c o  L t d .
5 %  GO3 , 9 5 /  a i r  " M e d i c a l  
m i x t u r e " ,  s t e r i l e .  B r i t i s h  
Oxygen  C o r p o r a t i o n  L t d .
T r i g ma b a s e ,  ( t r i s  h y d r o ­
xy m e t h y l  ' s m i n o m a t h a n a )  S ig m a  
L t d . ,  S5mM
N a C l ,  B r i t i s h  Drug  H o u s e s ,  
l40mM
KOI, B r i t i s h  D ru g  H o u s e s ,
5iïî3-î
B r i t i s h  Drug  H o u s e s ,
O . W
ITe PO,
0 . 7 uim'
( i n  ^ le ,38  d l s t i l l Q c i  HgO
m i c r o p o r e  s t e r i l i z e d ' /  a l l  
c o m p o n e n t s  A n a l a r  g r a d e  or  
e q u i v a l e n t ) .
s. /
( i l )
8 ,  0 .05)0 TAYr-SIK-HJ'EA pH 7 . 4  ;
9 .  HANKS SOLUTION :
TITNATION TO pH 7 . 2  WITH 
6N H C l ,  A n s l e R .
1 0 .  SILICON FLUID :
1 1 .  COULTER COUNT H i ,  KODHL A :
12.  MIOilOPIPliT ;
1 3 .  PURIPI-Sù) TRYPSIN :
1 4 .  DMAss a  :
1 5 .  TRYPSIN INHIBITOR ( t i ) :
1 6 ,  /
3 v o l ’oiues of  t r y r s I n  i n  
t r i s  a d d e d  t o  2 v o ’iutnes o f  
E9TA i n  t r i s .  T r y o s  1n 
( j j / i f co  1 ; 2 5 0 )  6 , 3 3  m g /m l .  
p r e p a r e d  by  d l s s o ’’v i n g  t h e  
p o w d e r  i n  i c e  c o l d  t r i s  a n d  
t h e n  c e n t r i f u g a t i o n  a t  6 0 0 g  
f o r  1 h o u r  t o  r e m o v e  u n ­
d i s s o l v e d  p a r t i c l e s .
0,65nil i  EDfA ( e t h y l e n e d i a m i n e  
t e t r a - a c e t a t e ,  d i e o d i u m  s a l t )  
B r i t i s h  u r u g  H o u s e s  L t d .
Ana l a d .  D i s s o l v e d  i n  t r i s .  
S o l u t i o n  s t e r i l i s e d  by 
m i c r o p o r  o f i l t r a t i o n  a t  0 ^ 0 ,  
S t o r e d / â t  - 2 0 ^ 6 .
N a C l ,  8 p .  ; KOI,  0 , 4  g 
Na( GOg)p ,  0 . 3 5  g;  Œ n P O ^ ^ O . ô g  
GaClg' .BÉpO,  0 . 1 8 6 g ;
MgSO^.YHpO, 0 . 1  g . 
MgGlg.ôHgO,  0 . 1 g  
g l u c o s e ,  5g ; t r i s ,  3g 
p h é n o l  r e d  0 , 5 / ,  1ml ,  Flov/  
L t d .  ( p e r  l i t e r  g l a s s  
d i s t i l l e d  HgO, m i o r o p o r e  
s t e r i l  i z e d ,  s i  1 c o m p o n e n t s  
Ana l a d  o r  e q u i v a l e n t ) .
H o p k i n s  a n d  I T i l l i s m s  L t d ,
1151107 , 0 , 1 /  i n  e t h y l  a c e t a t e  
A n a l a d .
C o u l t e r  E l e c t r o n i c s  L t d ,
E p p a n d o r f ,  G er m an y .
S 1 gma G h e m l c a l  G o , L t d . , 
t y p e  I I I , f r o m  b o v i n e  
p a n c r é a s ,  2 x c r y s t . , d i a ] y z e d
1 0 , 0 0 0  i3A EE u n i t s  / r a g .
S i  gras G lierai c a 1 Go, L t d . ,
Du-G t y p e  I  f r o m  b o v i n e  
p a n c r é a s ,  I x  c r y s t ,  2030  
Kun i  t  z  un  i t s / r a g ,
S i  gras G h emi c a l  Go,  L td . . ,  t y p  e 
1 -  S f r o m  s o y s  b e a n ,  one rrig. 
i n h i b i t s  1 . 6  rag, t r y p s i n ,
( I l l )
1 6 .  P'JRIFIEB COLLA<',.jL(AS® ;
1 7 .  PURIPIJSÛ TRYPSIN :
1 8 .  PRONASE :
1 9 .  A UTOPIA! 10 TITHATOR ;
2 0 .  L-c ( - L .E3IT HIN  ;
2 1 .  Ï  ECRAHYm OFURAN ( THF ) ;
2 2 .  CsClp-SHpO :w w
2 3 .  n i t r o g e n  : ' ■
2 4 .  PnaSPHOLIPASE G ;
2 5 .  NsOH :
2 6 .  HCl :
2 7 .  /
S i r m s  L t d . ,  t y r e  I I I
f r a c t i o n  A a c t i v i t y  1 mcr. 
r e l e a s e s  t h e  é q u i v a l e n t  o f  
8 8 6 / 4  If L e u c i n e  i n  18 h o u r s  
pH 7 . 4 ,  3 7 ^ 0 .
W o r t h i n g t o n  B i o c h e m i c a l  
C o r p o r a t i o n ,  U . S . A .
8 x c r y s t ,  a r r r o x i m a t e l y
1 0 , 0 0 0  BALE u n i t s / m g .
S igma C h e m i c a l  G o . L t d ,  
t y p e  I V ,  S t r e r t omyces  
g y r l s e u s o r  o t e a  s o  a c t i v i t y ,
1 mg. wi 11 l i b e r a t e  a n p r o x -  
i m a t a l y  é . O / ^ i l  t y r o s i n e / m i n  
f r o m  c a s e i n  a t  pH 7 , 5 ,  3 7 ^ 0 ,
R a d i o m e t e r ,  D en ma rk  t i t r a t o r  
ÏTT1G,  t i t r i g r a p h  SBR8 G
Sig ine  C h e m i c a l  G o , L t d .  , 
t y p e  I I I - E  egg y o l k ,  
c h r o m â t o g r a p h i c a l l  y p r e p a r e d ,  
h e x a n e  s o l u t i o n .
B r i t i s h  D ru g  H o u s e s  L t d ,
B r i t i s h  D r u g  H o u s e s  L t d .  ,
Ana 1 a'R,
B r i t i s h  Oxygen C o r p o r a t i o n  
L t d , ,  v ; h i t  e s p o t  g r a d e .
Slfpraa C h e m i c a l  G o . L t d . ,  
t y r e  I  G1 o s t r i d i um w e 1 c h i t  
a c t i V i t y ; Î  mg, l i b e r a t e s  
3 , 7 ^  H w a t e r  s o l u b l e  o r g a n i c  
p h o s p h o r u s  a t  pH 7 , 3 ,  5 1 ^ 0  
f r o m  egg  y o l k  l e c i t h i n ,
B r i  t  i 3 h D r u g  Hous es  L t d . ,
Au8 1 ad .
B r 1 1 i s h  D ru g  H ous e s L t d . ,  
A n a l a l i ,
( I v )
2 8 .  PLi^TIG PETRI DISrIJS :
8 9 .  g LGGOSE FREE iiANI-S (GPH) ;
3 0 .  PHOSPHATE BUFF Si. ; 
pH 7 . 2 4
3 1 .  NHHA14INIG ACID ALDOLASE :
3 8 .  LACTATE T).EIYmOGMASE
3 3 .  NAJ3H :
34 . MI GR o r  OR E P I  LT .SiS ;
3 5 .  FLOORIMSI'BR ;
3 6 .  PYRUVIC ACID ;
3 7 .  N-AG ETYL-NEU.tAMI HI G AGIR ;
3 8 .  MEDIUM 199 ;
S i r m e  I . t d :  t y p e  VI
c h i ' o r n a t o g r s p h i c a l  1 y
p u r i f i e d  f r o m  0 l o s t r i d l u m
r e r f r i n ^ - ^ e n a  a c t i v i t y ;  1 . 1
u n i t s / m g T l I s i n g  n e u r a r a i n -
l a c t o s e ,  0 . 7 5  u n i t s / m g ,
u s i n g  B o v i n e  S u b m a x i l i a r y
M u c i n .
F a l c o n  P l a s t i c s  I n c . ,  U . S . A .
As i n  9 b u t  w i t h o u t  g l u c o s e ,
0 , 0 8  M . 0 , 8  M K Kp PO4.
5 7 , 5  v o l s ,  0 , 8  MKg‘^ HP0|.
85 v o l s ,  10 m i s ,  90 m i s ,  
d i s t i l l e d  HpO a l l  c o m p o n e n t s  
Ana 1a d ,
S i g m a  C h e m i c a l  G o . L t d . ,  
g r a d e  I I I  f r o m  C l o s t r l d l u m  
p a r f r i n o ' e n s  p r e p a r e d  i n  
0 , 0 8  M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  
pH 7 , 8 , a c t i v i t y ;  0 . 7 5  u n i t s /  
mg. p r o t e i n  ( 8 0 /  p r o t e i n )
S igma C h e m i c a l  C o , L t d . ,  t y p e  
I I  f r o m  r a b b i t  m u s c l e  c r y s t .  
I n  s a t u r a t e d  ammoniurn 
s u l f a t e  a c t i v i t y ;  1 rag, w i l l  
c o n v e r t  500/x M p y r u v a t e  t o  
l e c t a t o / r a i n .  pH 7 . 5 ,  37°G .
S ig m a C h e m i c a l  C o . L t d , ,  
g r a d e  I I I  d i s od ium  s a l t .
M i 1 1 1 p o r e  L t d .
L o c a r t e  L t d ,  , raodei/MK-S.
S ig m a C h e m i c a l  G o , L t d . ,  t y p e
I I .  s o d i u m  s a l t .
S igma C h e m i c a l  G o , L t d , , t y p e  
IV c r y s t .  s y n t h e t i c .
F low L a b o r a t o r i e s  L t d .
( v )
5 9 ,
4 0 ,
4 2 ,
4 5 ,
4 4 ,
4 5 ,
4 6 ,
m o L L S  MJïDIiJM VITAMIN,S;
4 1 .  mciL-IS MEDIUM AMINO AOl iB;  
( lAGlaNG L-GLUTAMINE)
.Sigma C h e m i c a l  G o , L t d ,
f r o m  I n s t i t u t e  o f  V i r o l o g y ,  
G l a s g o w .  E50x c o n c e n t r a t e  
s t o r e d  f r o z e n .
f r o m  t h e  I n s t i t u t e  o f  V i r o l o g y ,  
G l a s g o w ,  EOx c o n c e n t r a t e  
s t o r e d  f r o z e n .
N-ACSIYL-D“GLUCOSAMINE : S igm a C h e m i c a l  C o , L t d ,
N-AGETYL-D-MANN OS AMINS -  
H^O :
D (+)  GALAGT OS AMI NE HCl ; 
N-AG STYL-B-GALAGTOSAMINE; 
L-GLUTAMINE :
4 7 ,  AZASEIINS :
4 8 ,  L-QLUTAMIC ACID :
4 9 ,  D (4-) g a l a c t o s e  ;
5 0 ,  cx LACTOSE :
51 . B ) MANNOS E :
5E ,  ( A - L - a n d  d  -B-FUCOSE s 
5 5 ,  (NH^)^  SO^ :
S igma C h e m i c a l  G o . L t d ,
S igma C h e m i c a l  C o , L t d ,
S igma C h e m i c a l  C o . L t d , , c r y s t .
S ig m a C h e m i c a l  Co ,  L t d , , 
g r a d e  I I I  c r y s t .
( O - d i a z o a c e t y l - L - s  e r i n e ) 
G a l b i o c h e m  I n c .  U . S . A . ,  g r a d e  A
Sigma  C h e m i c a l  C o . L t d , , f r e e  
a c i d  c r y s t ,
Sigma C h e m i c a l  C o , L t d , ,
S ig m a  g r a d e  c r y s t .
S igma C h e m i c a l  Go, L t d . ,  
m o n o h y d r a t e  c r y s t ,
S ig m a Chernies  1 C o . L t d . ^  
c r y s t .
S igma  Chemica l  C o , L t d ,
B r i t i 3 h B r u g  Hous as L t d . ,
Ana 1aR,
5 4 .  ( m e so )  INOSITOL : B r i t i s h  B r u g  H o u s e s  L t d . ,  
A n s l a R ,
( v i )
5 5 .  D (4-) g l u c o s a m i n e  HCl ;
5 6 .  D-MAi'jd OS AMINE HCl :
5 7 .  N-AGEIYL-NEJHAMIH-LAGTOSE ;
5 3 ,  NaP Î
5 9 .  I R I S  bUFPKl Î
6 0 .  7 . 5 /  ACRYIAMIDE :
6 1 .  INITIATOR :
62 .  1 5 /  ACRYIAMIDE ;
6 5 .  ELECTROPHORESIS APPARATUS ;
6 4 ,  R PS El  VOIR BUFFER ;
6 5 ,  SUCROSE :
6 6 , /
S ig m a  C h e m i c a l  G o . L t d .
S igma C h e m i c a l  G o , L t d .
S ig m a C h e m i c a l  C o , L t d . ,  
t y p e  I  f r e e  a c i d ,  f r o m  
b o v i n e  c o l o s t r u m ,
B r i t i s h  Drug  H o u s e s  L t d ,  
A n a l a R ,
T r i e  3 6 , 5 g ,  Slp-ma C h e m i c a l  
C o . L t d .
IN HCl 4 8 . 0  m l ,  B r i t i s h  
B ru g  H o u s e s  L t d . , A n a l a R .  
T E / t D  0 . 4 6  m l ,  (N ,N ,N ,N  -  
t e t r a  m e t h y l  e t h y l e n e  
d i a m i n e )  E a s t m a n  Kodak L t d , ; 
d i s t i l l e d  HgO, t o  100 m i s ,
A c r y l a m i d e ,  5 0 , 0 g ,  E a s t m a n  
Kodak  L t d .
B i s  O.Bg ,  (N,N M e t h y l e n e  
b i s  a c r y l a m i d e )
E a s t m a n  Kodak L t d ,
K3 F a ( G N ) 0  0 , 0 1 5 g ,  B r i t i s h  
Drug  H o u s e s  L t d , , Ana 1 a t , 
d i s t i l l e d  HgO, t o  100 m i s .
Ammonium p e r s u l f a t e  0 . 1 4 g ,  
B r i t i s h  D ru g  H o u s e s  L t d . , 
A n a l a R , ,
d i s t i l l e d  HgO, t o  1 0 0  m i s ,
a s  i n  60 b u t  6 0 , Og 
a c r y l a m i d e ,
B h a n d o n  S c i e n t i f i c  G o , L t d ,
G l y c i n e  2 8 . 8 g ,  SiFuna L t d .  
t r i s  6 . Og,  S ig m a L t d .
d i s t i l l e d  HgO t o  Ï  l i t e r .
S ig m a L td .  c r y s t ,  i n  t r i s  
b u f f e r  pH 9 , 5 ,
6 6 ,  BROMOIHITNOL BLUE ;
6 7 ,  ACETIC ACID ;
6 8 ,  AMIDO BLACK
( v i l )
B r i t i s h  Dr Ur H o u s e s  L t d ,
B r i t i s h  D r u g  H o u s e s  L t d ,  
g l a  c l  s i ,  A n a l a R .
( n a p h t h a l e n e  b l a c k )  
B r i t i s h  D r u g  H o u s e s  L t d ,
APPENDIX I I  
Ge l  El e c t r o p h o r e s i v S  of  N e u r a m i n i d a s e  a n d  
P h o s p h o l i p a s e  C.
A . P r é p a r a t i o n  o f  a o r y l a m i d e  g e l s
G e l s  o f  7 , 5 /  and  1 5 /  a c r y l a m i d e  w e c e  p r e p a r e d  a t  
pH 9 , 5 .
1) T he  7 .5 %  g a l  c o n s i s t e d  o f  a t r i s  b u f f e r ^ ^ ,  one v o l . ;
a c r y l a m l d e * ^ ^ ,  2 v o l s , ;  ammonium p e r s u l f a t e  i n i t i a t o r  4
v o l s , ;  a n d  one  v o l u m e  of  d e - a e r s t o d ,  d i s t i l l e d  HgO.
S )  The 15% g e l  c o n t a i n e d  B  v o ’iumes. o f  a c r y l s m l d e ^ ^ . The
b u f f e r ,  i n i t i a t o r  a nd HgO Y/as as b e f o r e .
B e f o r e  p o l y m e r i z a t i o n  i n  g l a s s  t u b e s  e a c h  m i x t u r e  was
d e g a s s e d  and  c o v e r e d  v f i t h  i lgO. Once p o l y m e r i z e d  t h e  w a t e r
l a y e r  v/ss r e m o v e d  an d  t h e  g a l s  w a r e  p l a c e d  i n  a S h a n n o n  d i s c
63e l e c t r o p h o r e s i s  a p p a r a t u s  a n d  l a y e r e d  w i t h  t h e  r e s e r v o i r
g l y c i n e - t r i s  b u f f e r  s o l u t i o n  , 5 0 ^  1 o f  a 20% s u c r o s e
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s o l u t i o n ,  pH 9 , 5  , c o n t a i n i n g  t h e  s a m p l e  was c a r e f u l l y
l a y e r e d  u n d e r  t h i s  b u f f e r .  The c o n c e n t r a t i o n s  of  t h e  a d d e d  
p r o t e i n s  v /e r e ;  p h i  C,  8 , 7  m g / m l , ;  NANase,  3 . 2  m g /m l ,
B.  E l e c t r o p h o r e s i s
"I m I ' l l '  > MMHHIPHH» II lit 4 - WW#,— rw* -WA,
The  u p p e r  an d  loY/er r e s e r v o i r s  v /e re  t h e n  f i l l e d  w i t h  
t h e  r e s e r v o i r  b u f f e r  a nd  1 m l .  o f  0 ,0 01%  b r o m o p h e n o l  b l u e ^ ^  
v a s  a d d e d  t o  t h e  u p p e r  s o H i t i o n ,  The  e l e c t r o p h o r e s i s  was 
c a r r i e d  o u t  a t  200  v o l t s ,  a n d  5 m A / t u b a ,  f o r  a b o u t  one h o u r .  
T h e /
( l i )
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The  g e l s  v /e re  r em ove d  i n  7 /  a c e t i c  a c i d  e nd  s t a i n e d  
i n  0 .3% s m i d o  b l a c k  f o r  one  h o u r .  D e - s t a i n i n g  was by 
i r a m a r s i o n  I n  s e v e r a l  c h a n g e s  o f  7% a c e t i c  a c i d ,
G . R e s u l t s
P h o t o g r a p h s  of  t h e  g e l s  a r e  shown i n  f i g .  42 a n d  43 
Eac h  enzyme p r e p a r a t i o n  c o n t a i n s  a n u m b e r  o f  p r o t e i n s  w h i c h  
c a n  b e  d e t e c t e d  by t h i s  m e t h o d .
bands :
Firm re 42.
Gel Electrophoresis of Phospholipase C, 7*5% acrylamide. Five 
protein bands can be seen in the gel and these are indicated by 
arrows.
Magnification; x2
bands; bands:
#
^  acrylamide; 15^ 7 . 5 ^
Figure 43.
Gel Electrophoresis of Ileurominidase as indicated. Five protein 
bands can be distinguished ( arrows ).
Magnification: x2
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